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(54) Title: DEVICE FOR VISUALIZING MOLECULES 

(54) Bezeichnung: VORRICHTUNG ZUR VISUALISIERUNG VON MOLEKOLEN 
(57) Abstract 

The invention relates to a 
device for visualizing molecules, 
their movement, interactions 
between molecules and molecular 
processes in a sample, especially 
of molecules and processes in 
biological cells, while using 
single-dye-tracing (SDT) 
methods. The inventive device 
comprises at least one light source 
for large-surface fluorescence 
excitation by absorbing one or 
multiple photons using identical 
or different marker molecules 
on molecules in the sample. The 

device also comprises an object , . . 

support for accommodating the sample, and a highly sensitive detection and analysis system which contains a charged-coupled-^device 
(CCD) camera, whereby the sample or the object support and/or the detection and analysis system can be displaced with regard to one 
another during the measuring process, in addition, the inventive device is provided with a control unit for coordinating and synchronizing 
illumination times and optionally wavelengths, the lateral or vertical movement of the sample or of the object support with the sample, 
and optionally the positioning and displacement of the images to each sample position on the pixel array of the CCD camera. 




(57) Zusa mmen f assu ng 

Beschrieben wird eine Vonichtung zur Visual isiening von MolckQlen, von dercn Bcwcgung und von Wechselwirkungcn zwischen 
Molekulen und von molekularen Prozessen in einer Probe, insbesondere von Molekulen und Prozesscn in biologischen Zellen, unter 
Verwendung der Singlc-Dyc-Tracing-(SDT-) Methode, umfasscnd: mindestcns cine Lichtquelle zur grofiflachigen Fluoreszenzanregung 
Goer Ein- odcr Mehrphotonenabsorption durch gleiche oder verschiedenc Markermolekule an Molekulen in der Probe, einen Objekttrager zur 
Aufnahme der Probe, ein hochempfindliches Detektions- und Analysesystem, das eine Charged-Coupled-Device- (CCE>-) Kamera umfasst, 
wobei die Probe bzw. der Objekttrager und/oder das Detektions- und Analysesystem beim Messprozess relativ zueinander verschiebbar 
sind, und eine Steuereinheit zur Koordination und Synchronisation von Beleuchtungszeiten und gegebenenfalls Wellenlangen, der lateralen 
oder vertikalen Bewegung der Probe bzw. des ObjekttrSgers mit der Probe sowie gegebenenfalls der Positionierung und Verschiebung der 
Abbilder zu jeder Probenposition auf dem Pixelarray der CCD-Kamera. 
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Vorrichrnna zur Visualisieruna von Molekulen 

Die Erfindung betrifft ein Verfahren zur Visualisierung von Mo- 
lekulen, von Wechselwirkungen zwischen Molekulen und von moleku- 
laren Prozessen in einer Probe unter Verwendung der Einzelfarb- 
stof f -Markierungsmethode, sowie Vorrichtungen zur Durchfuhrung 
derartiger Verfahren. 

Das Ziel von hoch-sensitiven Detekt ionssystemen ist die Beobach- 
tung auf dem Niveau einzelner Atome bzw. Molekiile . Dies wurde 

ex S"*_uia j.i=> uux un u±c ux i. j.nuuuy ^^^^^0.1*3 . c 

Methoden ermoglicht (EP 0 027 517-B1; Binnig et al . , Phys . Rev. 
Lett. 56 (1986), Seiten 930-933; Drake et al . , Science .243 
(1989) , Seiten 1586-1589) . Aber auch mit optischen Methoden 
wurde die Detektion von einzelnen Molekulen ermoglicht. Die ef- 
fektive Lichtumwandlung durch f luoreszente Molekule ermoglichte 
auch die Detektion von einzelnen Fluorophoren in Flussigkeiten 
durch konfokale Fluoreszenzmikroskopie sowie die Durchfuhrung 
von einer hochauf losenden Spektroskopie von Einzelf arbstof f- 
( "Single-Dye" ) Molekulen bei niedrigen Temperaturen. 

Die erste wirkliche Abbildung von Einzelf arbstof f -Molekulen 
durch optische Mittel wurde durch optische Nahf eld-Scanning-Mi - 
kroskopie erreicht (Betzig et al., Science 262 (1993), 1422- 
1425). Mit diesem Verfahren wurde eine raumliche Auflosung von 
rund 14 nm erzielt, also weit unter der optischen Dif f raktions- 
grenze, diese Methode ist jedoch bei ihrer Anwendung auf unbe- 
wegliche Objekte beschrankt. 

Weiters gelang es , einzelne Fluoreszenz-markierte Myosin-Mole- 
kiile auf immobilisierten Act inf ilamenten durch konventionelle 
Mikroskopie und Beleuchtungszeiten von Sekunden darzustellen 
(Funatsu et al . , Nature 374 (1995), Seiten 555-559). Die Methode 
ist auf Beobachtungen in unmittelbarer Nahe der Substratoberf la- 
che (bis etwa 100 nm Abstand) beschrankt. 

In der GB 2 231 958 wird die Charakterisierung der Fluoreszenz 
von festen Proben durch zeitauf geloste Fluoreszenz-Spektroskopie 
beschrieben. Hierbei wird nicht einmal Einzelmolekuletnpf indlich- 
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keit erreicht, so dass keine Detektion einzelner Fluorophore be- 
schrieben wird. Die Fluoreszenz ist dabei fix in der Probe und 
nicht beweglich. Analysef lachen in der Probe werden nicht mikro- 
skopiert, sondern im "scanning" -Verfahren durch einen Fokus ab- 
getastet . 

Die in der US 5 528 046 beschriebene Methode ist zwar prinzipi- 
ell zur Detektion von Einzelf luorophoren geeignet, jedoch nur, 
wenn diese in Clustern auf Oberf lachen fixiert worden sind. 
Diese Messung im Trockenen (nicht in der wasserigen Phase) ist 
selbstverstandlich fur biologische Praparate nicht geeignet, da 
durch den Antrocknungsvorgang die funktionelle und strukturelle 
Intaktheit der biologischen Praparate zerstort wird. Die appara- 
tiven Voraussetzungen fur die in der US 5 52 8 046 beschriebenen 
Methode sind daher nicht zur Beobachtung von Einzelmolekulen in 
biologischen Proben geeignet. Weiters ist auch eine Verschiebung 
der Probe, die mit der Detektions- und Analysevorrichtung gekop- 
pelt ist, nicht vorhanden. DemgemaS ist mit der dortigen Metho- 
dologie die Abbildung von Biolmolekulen die in wenigen Millise- 
kunden erfolgen muS (hochstens 50 Millisekunden) prinzipiell 
nicht moglich, da mit der in der US 5 528 046 beschriebenen Vor- 
richtung die Beleuchtungszeit urn die 60 Sekunden betragt . 

GemaS der US 4 793 705 wird zwar behauptet , individuelle Parti- 
kel oder Molekule identif izieren zu konnen, tatsachlich stellte 
sich aber diese Methode als nicht durchfiihrbar heraus, da sich 
einzelne Fluoreszenzmolekule nicht eindeutig detektieren und 
erst recht nicht abbilden lieSen. Das Verhaltnis von Signal zu 
Hintergrund der Einzelbeobachtung war mit rund 0,2 auSerst ge- 
ring, so dass die Fluktuation des Hintergrundes etwa gleich groS 
ist wie das Signal. Auch durch die auf einanderf olgende Wiederho- 
lung der Beobachtung, wie auch durch das parallele Sammeln durch 
zwei Detektoren andert sich hierbei nichts. Somit ist auch die- 
ses Verfahren fur die Einzelmolekuldetekt ion in Losung oder in 
biologischen Systemen nicht anwendbar . Das Verfahren ist keine 
Bild-gebende Mikroskopie, sondern nimmt raumliche Informationen 
sequentiell auf. Auch fehlt die Steuerung einer Relat ivbewegung 
durch die Detektions- und Analysevorrichtung. 



WO 00/25113 



PCT/AT99/00257 



- 3 - 

Einzelmolekulnachweis uber Fluoreszenz -Spektroskopie in groSen 
Volumina werden in der DE 197 18 016 A und der US 5 815 262 A 
beschrieben, sowie sequentielle Fluorophor-Detektion im 
"confocal scanning" -Verfahren (WO 97/43611). Jedoch ist auch mit 
diesen Systemen die raumliche Mikroskopie und die zeitliche Be- 
obachtung von Einzelmolekiilbewegungen, insbesondere in biologi- 
schen Systemen (z.B in Zellen) , nicht mdglich. 

Urn biologische Systeme allerdings in ihrer Ausdehnung und in ih- 
rer naturlichen Funktion und ihrer physiologischen Wirkungsweise 
untersuchen zu konnen, ist die moglichst gleichzeitige Visuali- 

2. A J n » n 1 *-t m C»l * ^ ^> V-» ^ A -»-• lr/Mwr>l ovon Crrc omnn nr-*r^ -i r-» 

Bewegung erf orderlich, also echte Bild-gebende Mikroskopie (kein 
"scanning" eines Fokus) mit Einzelmolekulempf indlichkeit , ohne 
Beschrankung auf die unmittelbare Nahe zur Probenoberf lache oder 
zur Substratoberf lache . Bislang wurde die Bewegung von Einzel- 
farbstoff -Molekulen lediglich fur Fluoreszenz -markierte Lipide 
in einem kunstlichen Lipidmembranensystem dargestellt (Schmidt 
et al., PNAS 93 (1996) , Seiten 2926-2929). Die hierbei verwen- 
dete Methodik wird im Allgemeinen als "Single -Dye -Tracing" 
(SDT) -Methode bezeichnet, da es damit mdglich ist, den Weg eines 
einzigen Fluoreszenz -markierten Molekiils und von mehreren 
gleichzeitig exakt und (als einzelnes Molekul) stochiometrisch 
zu verfolgen, ohne dass es fur die Signalgebung einer Wechsel- 
wirkung (Verstarkung) mit anderen Komponenten bedarf (etwa durch 
Bindung, raumliches" Nahverhaltnis , etc.) 

Die Kartierung der Positionen und die Verfolgung der Bewegungen 
von Einzelfarbstoff -markierten Molekulen in zellularen Systemen, 
welche fur ein Studium von Molekulen oder Wechselwirkungen zwi- 
schen Molekulen in lebenden Systemen erf orderlich ware, ist al- 
lerdings mit den beschriebenen Methoden nicht mdglich. Dies 
liegt einerseits daran, dass lebende Zellen im Gegensatz zu ebe- 
nen (planaren) kunstlichen Lipidmembranen dreidimensional sind, 
so dass molekulare Bewegungen im Allgemeinen nicht in einer op- 
tischen Bildebene erfolgen, andererseits daran, dass Zellen xm- 
mer eine gewisse Eigenf luoreszenz aufweisen, die den eigentli- 
chen Visualisierungsvorgang mittels Fluoreszenzmikroskopie be- 
hindern kann. Weiters wurde es auch bislang als unmoglich ange- 
sehen, eine Vielzahl an solchen zellularen Systemen mit einer 
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geeigneten Detektions- und Analysemethode derartig schnell zu 
analysieren, so dass sowohl die Auflosung im einzelmolekularen 
Bereich erhalten bleibt, als auch molekulare Bewegungen der zu 
detektierenden Molekule verfolgt werden konnen. 

Vor allem die pharmazeutische Indust rie ist jedoch immer mehr an 
Methoden interessiert, mit denen ein Hochdurchsatz -Screening 
( "High -Throughput -Screening" , HTS) von einer grofcenZahl von 
moglichen Testmolekiilen moglich ist. Gerade fur HTS-Verf ahren 
sind allerdings die bisher beschriebenen Verfahren zum SDT nicht 
geeignet. 

Die Aufgabe der vorliegenden Erfindung liegt daher darin, die 
SDT-Methode derart zu verandern, dass damit ein Screening, ins- 
besondere ein HTS, moglich wird. 

Weiters soil ein SDT-Verfahren zur Verfugung gestellt werden, 
mit welchem molekulare Prozesse ein oder mehrerer verschiedener 
Arten von Molekulen, vorzugsweise auch in zellularen Systemen, 
in ihrer realen Raum-Zeitdimension verfolgt werden konnen, wobei 
Inf ormationen uber Kolokalisation von Molekulen sowie uber 
Stochiometrie molekularer Assoziate und Konf ormationen der Mole- 
kule ebenfalls erhalten werden sollen. 

Weiters soli eine Vorrichtung und ein Verfahren zur Verfugung 
gestellt werden, mit dem die Abbildung von Fluoreszenz-markier- 
ten Molekulen in ihrer Verteilung uber ganze biologische Syste- 
me, insbesondere Zellen, ermoglicht wird. Weiters soil die Ab- 
bildung von Folgen von molekularen Bewegungen und Prozessen er- 
moglicht werden, so dass eine dreidimensionale Zeit-auf geloste 
Abbildung von komplexen biologischen Systemen, wie Zellen, er- 
moglicht wird. 

Diese Aufgabe wird erf indungsgemaS gelost durch eine Vorrichtung 
zur Visualisierung von Molekulen, von deren Bewegung und von 
Wechselwirkungen zwischen Molekulen und von molekularen Prozes- 
sen in einer Probe, insbesondere von Molekulen und Prozessen in 
biologischen Zellen, unter Verwendung der Single -Dye-Tracing - 
(SDT- ) Methode, umfassend: 
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mindestens eine Lichtquelle zur groEf lachigen Fluoreszenz- 
anregung uber Ein- oder Mehrphotonenabsorption durch glei- 
che oder verschiedene Markermolekule an Molekulen in der 
Probe , 

einen Obj ekttrager zur Aufnahme der Probe, 
ein hochempf indliches Detektions- und Analysesystem, das 
eine Charged-Coupled-Device- (CCD-) Kamera umfasst, wobei 
die Probe bzw. der Obj ekttrager und/oder das Detektions - 
und Analysesystem beim Messprozess relativ zueinander ver- 
schiebbar sind, und 

eine Steuereinheit zur Koordination und Synchronisation von 
Beleuchtungszeiten und gegebenenf alls Wellenlangen, der la- 
teralen oder vertikalen Bewegung der Probe bzw. des Ob- 
jekttragers mit der, Probe sowie gegebenenf alls der Posit io- 
nierung und Verschiebung der Abbilder zu jeder Probenposi- 
tion auf dem Pixelarray der CCD-Kamera . 

Bedingt durch die grofiflachige Fluoreszenzanregung, vorzugsweise 
100 bis 10 000 ^m 2 , je nach Anwendung, kann die Abbildung der 
angeregten Molekule in einem groSen Bereich sehr schnell erfol- 
gen und auf dem Pixelarray der CCD-Kamera eingelesen werden. Da- 
bei muss nur die Lichtquelle zur groSf lachigen Fluoreszenzanre- 
gung geeignet sein. Eine bevorzugte Lichtquelle ist dabei ein 
Laser. Bevorzugterweise wird ein Argonlaser, ein Dyelaser 
und/oder ein 2 - Photonen - Fluoreszenz - Anregungs - Laser eingesetzt, 
mit akustooptischer Umschaltung zwischen diesen Lichtquellen und 
zur zeit lichen Abfolge der Beleuchtung. 

Die erf indungsgemaS zu verwendende CCD-Kamera weist bevorzugter- 
weise einen Frameshift -Modus und einen kont inuierlichen Auslese- 
Modus auf . 

Bevorzugterweise wird erf indungsgemaS eine CCD-Kamera einge- 
setzt, die eine oder mehrere der folgenden Eigenschaf ten auf- 
weist: sie ist N 2 -gekuhlt; sie hat einen groSen Pixelarray, ins- 
besondere einen Pixelarray > 1340 x 1300 Pixeln; sie ist in der 
Lage, eine Konversion von Photonen in Elektronen von 0,8 bis 0,9 
im t>ptischen Bereich zu bewerkstelligen ; sie weist ein Auslese- 
rauschen von nur wenigen Elektronen pro Pixel, vorzugsweise von 
nur 0 bis 10, insbesondere 3 bis 7, Elektronen pro Pixel, bei 1 
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ps/Pixel Auslesegeschwindigkeit auf; und/oder sie hat eine 
Lineshif t-Rate von > 3 x 10 s /s. 

Bei der erf indungsgemaSen Vorrichtung ist eine Relativbewegung 
zwischen der Probe und dem Detektions- bzw. Analysesystem erfor- 
derlich, wobei diese Relativbewegung sowohl kont inuierlich als 
auch schrittweise erfolgen kann. Bevorzugterweise soil dabei die 
laterale Bewegung kont inuierlich konstant moglich sein, und die 
vertikale Bewegung durch schrittweises Verschieben der Fokussie- 
rungsebene erreicht werden . 

Die Steuereinheit der erf indungsgemaSen Vorrichtung dient zur 
Koordination und Synchronisation der Beleuchtungszeiten und - 
wenn mehrere Wellenlangen eingesetzt werden, - zur Steuerung der 
Wellenlangen, als auch zur Koordinierung der lateralen oder ver- 
tikalen Relativbewegung zwischen Probe und Detektions- und Ana- 
lysesystem. Diese Steuerung kann beispielsweise durch die CCD- 
Kamera selbst erfolgen oder aber durch eine Vorrichtung, umfas- 
send einen Pulsgeber und eine Software zur Steuerung der Licht- 
quelle (n) und der ( Re lativ) bewegung der Probe. Bevorzugterweise 
kann dabei die Steuereinheit auch die Posit ionierung und die 
Verschiebung der Abbilder zu j eder Probenprosit ion auf dem Pi- 
xelarray der CCD-Kamera koordinieren und synchronisieren und das 
Auslesen und die Auswertung der Pixelarray-Abbilder steuern und 
koordinieren . 

Die erf indungsgemafce Vorrichtung umfasst bevorzugterweise ein 
Epif luoreszenz -Mikroskop , insbesondere ein Epif luoreszenz -Mikro- 
skop mit einer Sammelef f izienz von Fluoreszenzquanten als Elek- 
tronen in Pixeln der CCD-Kamera von > 3 %, bei 40- bis 100-fa- 
cher VergroSerung . 

Die erf indungsgema£e Vorrichtung umfasst als Probe vorzugsweise 
eine durch konabinatorische Chemie hergestellte Molekulbank. 

Weiters bevorzugt ist, dass die Probe eine Mult iwellplatte oder 
eine Mikro- (Nano-) Titerplatte umfasst. 

Vor allem, wenn ein Epif luoreszenz -Mikroskop mit einem Parallel- 
strahlbereich als Lichtquelle eingesetzt wird, wird bevorzugter- 
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weise ein galvano-optischer Spiegel im Parallelstrahlbereich 
vorgesehen, mit welchem beispielsweise eine noch schnellere Da- 
tenspeicherung ermoglicht wird, als sie durch die Auslesege- 
schwindigkeit bzw. Frametransfer der CCD-Kamera gegeben ist. 

Beim erf indungsgemaSen System konnen "gefarbte" Einzelmolekule 
(z.B. Fluoreszenz-markierte Biomolekiile) einer Probe, insbeson- 
dere einer biologischen Probe, welche sich auf einem Objekttra- 
ger befindet, durch das hochempf indliche Detektions- und Analy- 
sesystem auf ein Pixelarray der CCD-Kamera abgebildet werden, 
wobei die Probe und/oder das Detektions- und Analysesystem re- 
la*"iv zueinander kontinuierlich und kcustant verschoben v/erden 
kann. Fur diese Relatiwerschiebung kann der Frameshift der CCD- 
Kamera benutzt werden, so dass die Signale (z.B. die Fluores- 
zenzphotonen) jedes Einzelmolekiils , nach Konversion in Elektro- 
nen ("counts"), in den gleichen Pixeln gesammelt werden, so 
lange, bis das Einzelmolekul -Signal (Zahl der "counts") einen 
bestimmten Mindest-Signal/Rausch-Abstand (der die Signifikanz 
der Messung gewahrleistet ) ubersteigt. 

Mit der erf indungsgemaSen Vorrichtung ist ein entscheidender 
Fortschritt gegenuber den beschriebenen Methoden zur Detektion 
von einzelnen Molekulen in artifizellen Lipidmembranen (Schmidt 
et al., Laser und Optoelektronik 29(1) (1997), Seiten 56-62) ge- 
lungen, indem das dort verwendete System mit der erf indungsge- 
maSen Vorrichtung bedingt durch den Verschiebungsprozess auch 
als HTS-Verf ahren betrieben werden kann und daruberhinaus ein- 
fach auf ganze biologische Zellen angewendet werden kann. Durch 
die Erweiterung des hochempf indlichen Detektions- und Analysesy- 
stems mit einem Scanning-System konnte uberraschenderweise • auf 
einfache Art (denn jede CCD-Kamera weist im Prinzip einen 
Frameshift (die Verschiebungs- bzw. Auslese-Geschwindigkeit von 
Linie zu Linie des Pixelarrays der Kamera) auf) mit maximierter 
Durchsatzrate eine konstante Einzelmolekul -Empf indlichkeit bei- 
behalten werden, sowie Fluorophore an oder in ganzen Zellen in 
sehr kurzer Zeit (etwa in 120 ms) abgebildet werden. 

Das erf indungsgemaSe hochauf losende Detektions- und Analysesy- 
stem muS zur Abbildung der Probe auf dem Objekttrager insoferne 
geeignet sein, als es eine Pixelarray-Abbildung der Probe mit 
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einer Legalisation einzelner Molekule von zumindest 50 bis 100 
nm aufweisen muS. Da fur wird erf indungsgemaS eine Charged 
Coupled Device -Kamera (CCD-Kamera) verwendet, welche sich bis- 
lang schon insbesondere bei der Epif luoreszenz-Mikroskopie be- 
wahrt hat. Damit lassen sich problemlos Genauigkeiten der Loka- 
lisation von unter 30 nm erreichen. 

Bei der Datenauf nahme soil die laterale Bewegung der Probe be- 
vorzugterweise konstant und kontinuierlich durchgefiihrt werden, 
da ein abruptes Abstoppen Oder eine starke Beschleunigung der 
Probe zu einer zusatzlichen Bewegung der in der Probe zu detek- 
tierenden Molekule z.B. auf oder in den Zellen fuhren kann, was 
zu einer Verlangerung der Auf nahmezeiten (bedingt durch Relaxa- 
tionsprozesse der Zelldynamik) um zumindest das 10-fache, die 
auch eine Zellantwort induzieren konnen, und damit zu einer Ver 
falschung der zu beobachtenden biologischen Prozesse fuhren 
konnte. Ublicherweise werden dafur Step-Motoren verwendet, die 
eine geglattete Bewegungsweise durch rasches Auf einanderf olgen 
der Bewegungsschritte gewahrleisten . "Konstant" und "kontinuier 
lich" bedeuten daher im Rahmen der vorliegenden Erfindung, dass 
wahrend des Messprozesses kein langeres Abstoppen der Probe 
(bzw. Messung im Ruhezustand) erfolgt, sondern die Probe (bzw. 
der Objekttrager) standig relativ zum Detektions- und Analysesy 
stem bewegt wird. 

Vorzugsweise wird die Bewegung der Probe in x-y-Richtung direkt 
durch das Detektions- und Analysesystem gesteuert, wobei die 
Steuerung an die jeweiligen Eigenheiten des Detektions- und Ana 
lysesys terns angepasst werden kann. Wird eine CCD-Kamera im De- 
tektions- und Analysesystem verwendet, so kann die Relatiwer- 
schiebung durch den der CCD-Kamera eigenen Frameshift direkt 
getriggert werden. Bei Beleuchtung einer bestimmten Flache auf 
dem Objekttrager, die auf dem ganzen verwendeten Pixelarray ab- 
gebildet wird, wird die Probe kontinuierlich verschoben und 
gleichzeitig das Bild der Probe auf dem Pixelarray durch konti- 
nuierlichen Frameshift line-by-line ebenfalls verschoben. Bei 
optimaler Abstimmung beider Geschwindigkeiten (relative Bewe- 
gungsgeschwindigkeit der Probe und Frameshift (Linienauslesege- 
schwindigkeit ) der CCD-Kamera) wird die von einem markierten Mo 
lekul der Probe gesammelte Information wahrend des Durchquerens 
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des beleuchteten Bereiches von praktisch den gleichen Pixeln ge- 
sammelt. Optimalerweise ist die Geschwindigkeit , mit der die 
Probe bewegt wird, gleich der Geschwindigkeit der CCD-Kamera, 
dividiert durch die Vergrofierung des Objektivs, 

Wird aber zusatzlich zur x-y-Bewegung auch die Abbildung entlang 
der z-Richtung aufgenommen, so wird bevorzugterweise eine ge- 
trennte Steuereinheit , insbesondere eine Einheit mit eigenem 
Pulsgeber und eigener Software, verwendet . 

Erf indungsgemaE, wird als Farbstoff vorwiegend Fluoreszenz-Farb- 
stoff verwendet, die Visualisierung also unter Verwendung der 
Epif luoreszenzmikroskopie durchgef lihrt . Mit dieser Methode sind 
nach dem gegenwartigen Stand die besten Auflosungen zu erzielen, 
es ist allerdings auch denkbar, das erf indungsgemafce Verfahren 
mit anderen Methoden durchzuf uhren (z.B. RAMAN- , Infrarot-, Lu- 
mineszenz- und Enhanced-RAMAN-Spektroskopie sowie Radioaktivi- 
tat) , wobei mit Lumineszenz oder Enhanced -RAMAN, vor allem mit 
Biolumineszenz , prinzipiell ahnliche Auflosungen wie mit der 
Fluoreszenz-Technologie erzielbar sind . 

Als besonders gut geeignet hat sich erf indungsgemaS die Verwen- 
dung der 2 - Photonen-Anregungs - Fluoreszenzmikroskopie (Sanchez et 
al., J.Phys.Chem. 101 (38) (1997), Seiten 7020-7023) erwiesen, 
da mit dieser Methode auch das Problem der Eigenf luoreszenz von 
vielen Zellen effizient umgangen werden kann. 

Weiters ist damit eine praktisch Hintergrund-f reie Messung mog- 
lich, was auch die HTS-Analyse beschleunigen kann. Die 2-Photo- 
nen - Anregungs - Fluoreszenz - Spekt roskopie (oder allgemein die Mul- 
tiphotonen-Anregung (Yu et al . , Bioimaging 4 (1996), Seiten 198- 
207) ) ist besonders geeignet zur dreidimensionalen Darstellung 
von Proben, wodurch ein weiterer Vorteil v. a. bei zellularen Sy- 
stemen gegeben ist. 

Bei der Ausf uhrungsf orm mit Fluoreszenzspektroskopie umfasst die 
erf indungsgemaBe Vorrichtung vorzugsweise eine oder mehrere der 
f olgenden Komponenten : 

einen Laser als genau definierte Lichtquelle, sowie 



WO 00/25113 



PCT/AT99/00257 



- 10 - 

- akustooptische Schalter mit hoher Spezifitat, mit denen der 
Laserstrahl schnell (z.B. 10 - 20 nsec . ) fur definierte Zeit 
unterbrochen werden kann, 

- einen Prozessor, der den Schalter z.B.iiber ein Pulsprogramm 
steuert , 

einen dichroitischen Spiegel (der z.B. das anregende Licht 
nach oben zur Probe reflektiert und das fluoreszente Licht 
von der Probe nach unten (zum Analysesystem) durchlaSt, 
eine Reihe von geeigneten Filtern, die an sich aus herkommli- 
chen SDT-Vorrichtungen bekannt sind, 

eine bewegbare Probenhalterung (Objekttrager) , z.B. einen 
Prozessor-gesteuerten x-y-Drive (Step-Motor) , 

eine CCD-Kamera, mit der die emmittierten, durch den dichroi- 
tischen Spiegel durchtretenden Lichtquanten in Elektronen um- 
gewandelt und in Pixeln gesammelt werden, 

einen galvanooptischen Spiegel, der das Bild auf vorgewahlte 
(in x-Richtung) nebeneinanderliegende Flachen des Pixelarrays 
lenkt, senkrecht zur Frameshif t-Richtung (y-Richtung) , 
ein Prisma, das das Bild in zwei raumlich getrennte Bilder 
mit orthogonaler Polarisation aufteilt, und 

einen Prozessor, der mit einem x-y-Drive (Step-Motor) die Be- 
wegung der Probe (des Objekttragers) steuert, indem die Si- 
gnale von der CCD-Kamera uber eine interne Uhr zur Triggerung 
der Bewegung verwendet werden. 

Es ist erf indungsgemaE auch moglich, verschiedene Molekularten 
mit einem Farbstoff, vorzugsweise einem Fluoreszenz-Farbstof f , 
stochiometrisch zu markieren, z.B. einen Rezeptor und einen Li- 
ganden, und beide mit der erf indungsgemaEen Vorrichtung zu ver- 
folgen. 

Es ist auch moglich, zumindest zwei verschiedene Molekularten 
mit verschiedenen Fluoreszenz -Farbstoff en zu markieren, und der 
SDT-Analyse zu unterziehen, wobei zusatzlich zur jeweiligen Ein- 
zelf luoreszenz auch noch durch Ermittlung z.B. des Forster- 
Transfers zusatzliche Inf ormationen gewonnen werden konnen 
(Mahajan et al., Nature Biotech. 16 (1998), Seiten 547-552). Es 
ist jedoch wesentlich hervorzuheben , dass mit dem Forster-Trans - 
fer alleine nur eine (zwar hochselekt ive ) qualitative, jedoch 
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keine quantitative Information moglich ist, da dieser Effekt 
stark vom Abstand der Fluorophore abhangig ist (mit 1/r 6 ) . 

Wenn zellulare Systeme erf indungsgemafi untersucht werden sollen, 
wird vorzugsweise von Zellen geringer Eigenf luoreszenz ausgegan- 
gen, wobei es verschiedene Zelltypen gibt, die von vornherein 
geringe Eigenf luoreszenz aufweisen (wie z.B. Mastzellen oder 
glatte Muskelzellen) . Leider sind aber gerade Expressionszellen 
in der Regel stark f luoreszierend, weshalb diese oder andere 
Zell-Typen mit Eigenf luoreszenz durch die gewahlten Zuchtbedin- 
gungen oder Probenauf bereitungen fluoreszenzarm so bereitge- 
stellt werden mussen, dass die Eigenf luoreszenz unter ein be- 
st immtes, storendes Mafi gedriickt wird. Bei Verwendung von 2-Pho- 
tonen-Anregung der Fluoreszenz stellt sich dieses Problem, wie 
erwahnt, jedoch von vorherein nicht. 

Durch die erf indungsgemafie Vorrichtung ist die Durchfiihrung ei- 
nes visualisierungsverf ahrens fur einzelne, z.B. biologisch ak- 
tive Molekule, als Hochdurchsatz -Screening von biologischen Ein- 
heiten auf der Basis der Beobachtung von einzelnen Molekulen 
(Fluorophoren) moglich. 

"Hochdurchsatz -Screening" (High Throughput Screening - HTS) be- 
schreibt allgemein die Suche nach bestimmten "Einheiten" unter 
einer sehr groSen Zahl ahnlicher "Einheiten" (beispielsweise in 
einer durch kombinatorische Chemie hergestellten Molekulbank und 
einer Teilmolekulbank) . Diese Problematik stellt sich in vielen 
Zusammenhangen sowohl der biowissenschaf tlichen Grundlagenf or- 
schung als auch industriellen Forschung und Entwicklung mit me- 
dizinisch-pharmazeutischer Ausrichtung. "Einheiten" konnen er- 
f indungsgemaE biologische Zellen aber auch einzelne Molekule 
oder Molekultypen sein, wobei Hochdurchsatz-Screening z.B. zur 
Detektion von selten vorkommenden Zellen mit einem bestimmten 
genetischen Defekt moglich ist. Neben solchen Fragestellungen in 
der Zellbiologie und Pathologie hat Hochdurchsatz-Screening ei- 
nen grofien Stellenwert in der Molekularbiologie . So kann die er- 
f indungsgemaSe Vorrichtung etwa zum Auffinden einzelner DNS- 
oder c-DNS -Molekule in einer Probe mit vielen DNS-Molekiilen ver- 
wendet werden. In der Biochemie ist die Abtrennung von Makromo- 
lekulen bestimmter Eigenschaf ten , z.B. bezuglich Ligandenbindung 
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Oder Phosphorylierungszustand in oder an Zellen, ein grundsatz- 
liches Anliegen, welches erf indungsgemaS behandelt werden kann. 
Die Pharmaindustrie benotigt Hochdurchsatz -Screening sowohl zur 
Selektion bestimmter Wirkstoffe als auch zur Analyse ihrer Wir- 
kuhg an biologischen Zellen. Was unter HTS - Verf ahren fallt bzw. 
welche Materialien hierfur angewendet werden (z.B. durch kombi- 
natorische Chemie hergestellte Molekiil-Bibliotheken oder geno- 
misch-kombinatorische Bibliotheken) sind jedem Fachmann auf die 
sem Gebiet gelaufig (siehe z.B. "High Throughput Screening", 
John P. Devlin (Hrg.) Marcel Dekker Inc. (1997)). 

Zur spezifischen Markierung bestimmter "Einheiten" werden erfin 
dungsgemafi zumeist die natiirlichen Prinzipien der strukturspezi 
fischen molekularen Erkennung eingesetzt, etwa die Bindung von 
Antikorpern oder generell von Liganden an Rezeptormolekule . Die 
erf indungsgemaS bevorzugte Verwendung von f luoreszierenden Li- 
ganden, etwa Antikorper mit gebundenen Fluoreszenzmolekulen, er 
laubt eine zugleich empf indliche und selektive Detektion von 
Einheiten mit Rezeptoren fur die Fluoreszenz-markierten Ligan- 
den. Alternativ zu f luoreszierenden Liganden konnen fluoreszie- 
rende Gruppen in Proteinsequenzen inseriert und co-exprimiert 
werden (z.B. das "green fluorescence protein" (GFP) oder Abwand- 
lungen. davon ("blue fluorescence protein" -BFP) ) . 

Erf indungsgemaS ist unter Verwendung von Fluoreszenz ein Hoch- 
durchsatz-Screening mit zugleich ultimativer Empf indlichkeit 
(also klarer Detektion der Fluoreszenz einzelner Fluoreszenz- 
Marker) und hoher Durchsatzrate (also zumindest 10 6 (zellulare) 
Einheiten pro Inch 2 pro Stunde) realisierbar . Chemische Einhei- 
ten (z.B. biologische Molekule, wie Rezeptoragonisten oder 
-antagonisten) konnen problemlos mit einer Durchsatzrate von zu 
mindest 10 10 oder 10 12 Einheiten pro Stunde pro Inch 2 untersucht 
werden . 

Bei Verwendung von Zellen in einer HTS-Methode sind vor allem 
Mikrotiterplatten geeignet, mit welchen ein Arzneimittel-Scree- 
ning an ganzen Zellen durchgefuhrt werden kann, indem z.B. die 
Zellen in die einzelnen Napfchen, die die zu screenenden Sub- 
stanzen enthalten, titriert werden (vgl. z.B. WO98/08092) . Auch 
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die Verwendung bzw. Vermessung von Biochips (Nature Biotech 16 
(1998), 981-983) ist mit dem erf indungsgemaSen System moglich. 

Werden mit dem erf indungsgemaSen HTS-Verf ahren Substanzen als 
pharmazeutische Zielsubstanzen identif iziert und isoliert, die 
neu sind oder fur die bislang rioch keine pharmazeutische Wirkung 
nachgewiesen werden konnte, so betrifft die vorliegende Erfin- 
dung gemaS einem weiteren Aspekt ein Verfahren zur Herstellung 
einer pharmazeutischen Zusammensetzung, welches das Mischen der 
erf indungsgemaS identif izierten* und isolierten Substanz mit ei- 
nem pharmazeutisch akzeptablen Trager umfasst . 

Erf indungsgemaS gilt eine klare Detektion dann als gegeben, wenn 
der bestimmte Mindest-Signal/Rausch-Abstand fur einzelne Mole- 
kule uber 3, vorzugsweise zwischen 10 und 40, insbesondere zwi- 
schen 20 und 30, liegt . ' Wenn der Signal/Rausch-Abstand unter ei- 
nem Wert von etwa 2 bis 3 liegt, so kann der Inf ormationsgehalt 
der erhaltenen Messung problematisch zu interpretieren sein. 

Eine spezifische Variante des erf indungsgemaSen Verfahren stellt 
die Kombination mit der Flow-Cytometrie-Technologie dar, bei 
welcher die Zellen mittels eines Flow-Cytometers am Detektions- 
und Analysesystem vorbeibewegt werden. Im einfachsten Fall wird 
bei einer bevorzugten Variante der erf indungsgemaSen Vorrichtung 
eine Durchf lusszelle mit dem Objekttrager (oder als Objekttrager 
selbst) vorgesehen. 

Die erf indungsgemaSe Vorrichtung eignet sich wie erwahnt beson- 
ders zur Analyse von Proben, welche biologische Zellen umfassen, 
wobei besonders HTS-Verf ahren effizient mit der erf indungsgema- 
Sen Vorrichtung durchgefiihrt werden konnen. Jedoch ist das An- 
wendungsspektrum der erf indungsgemaSen Vorrichtung auch auf 
zellfreie Systeme hochst effizient anwendbar. 

Bei der erf indungsgemaSen Vorrichtung wird die Relatiwerschie- 
bung zwischen Probe und hochempf indlichem (hochauf losendem) De- 
tektions- und Analysesystem bevorzugterweise dann durch das De- 
tektions- und Analysesystem selbst, insbesondere von der CCD-Ka- 
mera, gesteuert, wenn diese Relativverschiebung kont inuierlich 
erfolgen soli, was vor allem bei lateralem Scan Vorteile hat. 
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Da die Fluoreszenzanalyse derzeit die besten Analysen ergibt, 
umfasst die erf indungsgemafee Vorrichtung bevorzugterweise ein 
EPI-Fluoreszenzmikroskop . Weiters kann die Steuerung der konti- 
nuierlichen Relatiwerschiebung liber den Frameshift der CCD-Ka- 
mera getriggert werden, wobei die Steuerung direkt durch die 
CCD-Kamera oder aber parallel durch einen Synchronisationsmecha- 
nismus (z.B. ortskorreliert uber Photodioden-Triggersignale un- 
ter Verwendung eines mitbewegten Lochstreif ens , wie z.B. in 
Meyer et al . , Biophys J. 54 (1988), S. 983-993, beschrieben) er- 
folgen kann. 

Eine bevorzugte Ausf uhrungsf orm der vorliegenden Erfindung 
zeichnet sich daher dadurch aus, dass die Probenbewegung und der 
Frameshift der CCD-Kamera durch ortskorrelierte Signale an Hand 
der kontinuierlichen Probenbewegung miteinander synchronisiert 
werden, vorzugsweise unter Verwendung eines mit der Probe beweg- 
ten Lochstreif ens und einer fixen Photodiode, die beim Passieren 
eines Loches ein Signal gibt . 

Gemafi einem weiteren Aspekt betrifft die vorliegende Erfindung 
ein Verfahren zur Visualisierung von Molekulen, von Wechselwir- 
kungen zwischen Molekulen und von molekularen Prozessen in einer 
Probe unter Verwendung der SDT-Methode unter Verwendung einer 
erf indungsgemaSen Vorrichtung . 

Die vorliegende Erfindung betrifft daher auch ein Verfahren zur 
Visualisierung von Molekulen, von deren Bewegung und von Wech- 
selwirkungen zwischen Molekulen und von molekularen Prozessen in 
einer Probe, wobei eine Probe, in welcher bestimmte Molekule mit 
Markermolekulen markiert worden sind, in eine erf indungsgemaSe 
Vorrichtung eingebracht wird, die Probe durch die CCD-Kamera auf 
ein Pixelarray abgebildet wird, wobei die Probe und/oder das De- 
tektions- und Analysesystem relativ zueinander unter Benutzung 
des Frameshifts der' CCD-Kamera verschoben wird, so dass die Si- 
gnale jedes Einzelmolekuls in der Probe nach Konversion in Elek- 
tronen in den gleichen Pixeln gesammelt werden, so lange, bis 
das Einzelmolekulsignal einen bestimmten Mindest -Signal/Rausch- 
Abstand ubersteigt. 
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Bevorzugterweise wird dabei die Relativbewegung der Probe direkt 
entsprechend dem Frameshift der CCD-Kamera gesteuert, wobei die 
Relativbewegung der Probe in lateraler Richtung, bevorzugter- 
weise konstant und kontinuierlich, erfolgt. 

GemaS einem weiteren Aspekt betrifft die vorliegende Erfindung 
ein Verfahren zur quasi -gleichzeitigen Abbildung Fluoreszenz- 
markierter Molekule in ihrer Verteilung iiber ganze biologische 
Zellen (bzw. biologischer Systeme) und zur Verfolgung von mole- 
kularen Bewegungen und Prozessen durch Wiederholung dieser Ab- 
bildung in zeitlichen Abstanden unter Verwendung des SDT-Verfah- 
rens, welches sich dadurch auszeichnet, dass eine Probe mit Zel- 
len, in welchen bestimmte Molekule mit Markermolekvilen raarkiert 
worden sind, in eine erf indungsgemaSe Vorrichtung eingebracht 
wird, das Fluoreszenzbild fiir eine Fokussierungsebene auf dem 
Pixelarray der CCD-Kamera abgebildet wird, die Fokussierungs- 
ebene schrittweise entlang der z -Richtung durch ein Piezoelement 
verschoben wird, wobei die Fluoreszenzbilder zu jeder Ebene se- 
parat auf dem Pixelarray angeordnet werden, und nach Abbildung 
samtlicher Fokussierungsebenen die Abbildung der der Fluores- 
zenz-markierten Molekule in den Zellen errechnet wird, worauf 
gegebenenf alls die Abbildungen der Fokussierungsebenen wieder- 
holt werden, um molekulare Bewegungen und Prozesse durch Anein- 
anderreihen von Abbildungen samtlicher Fokussierungsebenen dar- 
zustellen. 

Mit diesem Verfahren kann mit der erf indungsgemaSen Vorrichtung 
nicht nur die Detektion einzelner Molekule auf Zelloberf lachen 
oder in Zellen erfolgen, sondern die Vorgange in (lebenden) Zel- 
len bis hin zu molekularen Bewegungen und Prozessen in raumli- 
cher und zeitlicher Hinsicht verfolgt werden. Damit ist es erst- 
mals moglich geworden, lebende Zellen in "Real-Time" abzubilden 
und dadurch molekulare Prozesse in und auf diesen Zellen zu be- 
obachten. 

Diese Methode ist selbstverstandlich nicht nur fiir ganze Zellen 
anwendbar sondern auch fur die Beobachtung von Prozessen in 
samtlichen biologischen Systemen, wie z.B. in isolierten Zell- 
membranen oder in synthetischen Zellkompart imenten oder synthe- 
tischen Membranen, in denen biologische Molekule eingebaut sind 
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(all diese Systeme fallen erf indungsgemafc auch unter den Begriff 
"biologische Zellen") . 

Bevorzugterweise erfolgt die Abbildung auf dem Pixelarray der 
CCD-Kamera vor allem beim 3D-Scan der Zellen mit einer Rate von 
1 bis 3 ms pro Bild und einer Kapazitat von bis zu 300 Bildern 
pro Array bei einer Bildgrofie von 80 x 80 Pixeln. Andere Ein- 
stellungen konnen aber je nach CCD-Kamera, Lichtquelle, etc., 
abhangig von diesen Einzelkomponenten von einem Fachmann ohne 
weiteres optimiert werden. 

Mit den erf indungsgemafien Vorrichtungen und den erf indungsgema- 
Sen Verfahren kann nicht nur ein einziger Fluoreszenz -Marker 
eingesetzt werden, sondern die Verwendung von zwei oder mehr 
Fluoreszenz -Markern ist ohne weiteres moglich. Beispielsweise 
kann das in der US 5 815 262 beschriebene System vom Prinzip her 
auch erf indungsgemaS Anwendung finden. 

Gema& einer bevorzugten Ausfuhrungsf orm betrif ft die vorliegende 
Erfindung auch ein Verfahren, bei welchen mindestens zwei ver- 
schiedene Arten von Molekulen in der Probe, insbesondere in der 
Zelle, mit mindestens zwei verschiedenen Fluores zenz - Markern 
markiert werden, und dann nicht nur die Bewegung eines Molekiils 
im System, sondern auch die Relativbewegung der verschiedenen 
Molekiile im System abgebildet, und raumlich und zeitlich ver- 
folgt werden konnen. 

Bevorzugterweise erfolgt die Fluoreszenz -Abbildung fur zwei or-, 
thogonale Polarisationsrichtungen fur jeden Fluoreszenz -Marker 
durch Teilung der Abbildung in zwei Bilder mit orthogonaler Po- 
larisationsrichtung . Dies kann durch Verwendung eines Wollaston- 
Prismas und einer Abbildungsoptik , die einen Parallelstrahlbe- 
reich aufweist, ermoglicht werden, wobei das Wollaston- Prisma im 
Parallelstrahlbereich der Lichtquelle eingesetzt wird. 

Es kann zusatzlich auch ein galvanooptischer Drehspiegel im Pa- 
rallelstrahlbereich, beispielsweise eines Epif luoreszenzmikro- 
skops, eingesetzt werden. 
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Durch Einsatz des Drehspiegels und des Wollaston- Prismas konnen 
beim 3D-Scan auf einanderf olgende Bilder der Fokussierungsebenen 
mit beiden Polarisationsanteilen separat nebeneinander auf der 
ganzen Breite des Pixelarrays der CCD-Kamera gespeichert werden. 
Diese Bildfolge kann durch Frameshift als Ganzes urn eine Bild- 
breite verschoben werden, woraufhin die nachste Bildfolge durch 
Spiegeldrehung gespeichert wird, solange, bis entweder geniigend 
Information gesammelt ist Oder der Pixelarray vollgeschrieben 
ist. Hierauf kann die gesamte Information zur Verarbeitung zu 
einem 3D-Bild ausgelesen werden und die Kamera ist frei fur die 
nachste 3D-Aufnahme. 

Die Posit ionierung und Verschiebung der Abbilder zu jeder Pro- 
benposition auf dem Pixelarray der CCD-Kamera fur unterschiedli - 
che Fluoreszenzphasen und zwei Polarisationsrichtungen kann da- 
bei von der Steuereinheit mittels Pulsgeber und entsprechender 
Software vorgenommen werden. 

Bevorzugterweise werden in der Probe Zellen mit geringer Eigen- 
fluoreszenz verwendet . 

Bevorzugterweise wird das erf indungsgemafce Verfahren als Hoch- 
durchsatzanalyse durchgef uhrt , wobei beispielsweise als Probe 
eine Molekiilbank untersucht werden kann, vorzugsweise eine durch 
kombinatorische Chemie hergestellte Molekiilbank. Erf indungsgemaS 
kann dabei auch die Wechselwirkung einer ganzen Molekiilbank mit 
biologischen Zellen untersucht werden. 

Die Anwendungsgebiete fur die vorliegende Erfindung sind prak- 
tisch unbegrenzt , bevorzugt sind aber die Pharmazie (vor allem 
das HTS von neuen chemischen Einhe.iten) sowie biochemische Fra- 
gestellungen, da durch die extrem hohe Empf indlichkeit der er- 
f indungsgemaSen Methodik (ein einzelnes Molekiil kann verfolgt 
werden) und die genaue Lokalisation (z.B. auf mindestens 30 nm 
genau) im Prinzip jedes einzelne Molekiil oder Molekiilassoziat , 
z.B. auf oder in Zellen detektiert und ident if iziert (gegebenen- 
falls auch isoliert) werden kann. So ist die Bindung aller na- 
turlicher Liganden an eine Zelle (Hormone, primare Botenstoffe, 
etc.) oder Zell-Zell-Erkennungsmolekule mit nmolarer Bindung 
analysierbar , auch hinsichtlich der exakten Bindungskinetik und 
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Bindungskonf ormation, sowie hinsichtlich der Mobilitat dieser 
Komponenten in der Zelle oder der Zellmembran (analog zu Schmidt 
et al., J.Phys.Chem. 99 (1995), Seiten 17662-17668 (fur Molekul- 
positions- und -bewegungsbestimmung) ; Schutz et al . , Biophys . J. 
73 (1997), Seiten 1-8; Schmidt et al . , Anal.Chem. 68 (1996), 
Seiten 4397-4401 (zu stochiometrischen Bestimmungen) ; Schutz et 
al.. Optics Lett. 22(9), Seiten 651-653 (bzgl . Konf ormationsan- 
derungen) . 

Weiters eignet sich das erf indungsgemaSe System besonders gut 
zur Untersuchung und Identif izierung bzw. Isolierung von (alter- 
native^ Bindungspartnern in Rezeptor-Ligand oder Virus -Rezep- 
tor-Systemen, wobei auch potentielle Agonisten/Antagonisten und 
deren Wirkung (z.B. die kompetitive Hetntnung) genau untersucht 
werden kann. Dies ist insbesondere bei der Auffindung von neuen 
chemischen Einheiten (NCE) im Bereich des Arzneimittel-Scree- 
nings wesentlich . 

Bei der Untersuchung ganzer Zellen kann die Fokus-Eberie variiert 
werden, bei einer schnellen Variante wird ein Schnitt durch die 
Zelle (vorzugsweise durch die obere Zellhalfte; "unten" ist die 
dem Objekttrager zugewendete Seite) untersucht. Damit ist es 
auch moglich, komplexe Prozesse in einer Zelle, wie Nukleopor- 
Transport, Pharmaka -Wirkung mit einem Target in der Zelle oder 
Sekundarreaktionen in der Zelle, auf einzelmolekularem Niveau zu 
untersuchen . 

GemaS einer bevorzugten Ausf uhrungsf orm kann das erf indungsge- 
maSe System auch zur Untersuchung von 3 -dimensional (3D) ablau- 
fenden Prozessen in einzelnen Zellen verwendet werden, etwa von 
Zellen, die in einem ersten erf indungsgemaSen Flachen-Scan vor- 
selektiert wurden. Hierbei kann durch eine kont inuierliche oder 
diskrete Verschiebung der Fokusebene entlang der z-Achse, zu- 
satzlich zu der erf indungsgemaSen Vorgangsweise { Probenverschie- 
bung mit synchronisiertem Frameshift der CCD-Kamera) die dreidi- 
mensionale Anordnung von Fluoreszenz -markierten Molekulen bzw. 
Assoziaten an oder in der Zelle abgebildet werden, in Messzeiten 
im Sekundenbereich oder sogar darunter, mit einer Ortsauf losung 
nahe am Dif f raktions-Limit . Im Vergleich zu der bislang einzigen 
anderen Methode, der Confocal Scanning Fluorescence Microscopy, 
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CSFM {Handbook of Biological Confocal Microscopy, ed. James B. 
Pawley, second edition (1995) , Plenum Press, New York und 
London) , ist die dargestellte erf indungsgemaSe oben genannte Me- 
thode erstens urn zumindest einen Faktor 1000 schneller, da 
gleichzeitig die Information mit gleicher Auf losung von zumin- 
dest 1000 Fokusf lachen gesammelt werden kann, wodurch zweitens 
erstmalig die raumlich-zeitliche Anordnung von nicht-statischen 
Molekiilen bzw. Assoziaten abgebildet werden kann, in Zeiten 
(z.B. 1 s) , die klein genug sind, um Dif f usionsprozesse , Ener- 
gie-getriebene Bewegungsvorgange oder metabolische Ablaufe beob- 
achten zu konnen. 

In einer bevorzugten Ausf iihrungsf orm ist daher die Fokussie- 
rungsebene des Detektions- und Analysesys terns ( insbesondere des 
Epif luoreszenzmikroskops) entlang der z-Richtung (also normal 
zur x-y-Ebene, die durch die Probenflache (den Objekttrager) de- 
finiert ist) gegebenenf alls zusatzlich zur Relativbewegung zwi- 
schen Probe und Detektions- und Analysesystem verschiebbar . 

Hierbei wird 3D- Imaging, vorzugsweise durch Aufnahmen von dis- 
kreten auf einanderf olgenden Fokusebenen in z-Richtung, in 
schneller zyklischer Widerholung, wahrend kontinuierlicher Rela- 
tivbewegung zwischen Probe und CCD-Kamera durchgef uhrt , durch 
parallele Ablage der Bilder verschiedener z-Ebenen auf dem Pi- 
xelarray unter Einsatz das galvanooptischen Spiegels. Somit kon- 
nen wesentliche Vorteile beider Auf nahmeverf ahren kombiniert 
werden, was vorzugsweise fur zellulares HTS Anwendung findet, 
aber auch generell fur molekular-mechanistische Fragen der Zell- 
Biologie, -Physiologie und -Pharmakologie . 

Vorzugsweise kann der x-y-Scan und das 3D- Imaging daher gleich- 
zeitig erfolgen. Hierzu konnen die Bilder jeder z-Ebene durch 
Einsatz des galvanooptischen Drehspiegels nebeneinander abgelegt 
werden. Pro Beleuchtungszeit jedes Fluorophors beim langsamen x- 
y-Scan werden mehrere z-Zyklen durchf ahren. Durch diese Kombina- 
tion wird der x-y-Scan langsamer, und zwar um den Faktor der 
Zahl der z-Ebenen. 

Das erf indungsgemaSe Verfahren und die erf indungsgemaSe Vorrich- 
tung eignen sich auch besonders gut fur die Detektion der spezi- 
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fischen Bindung von markierten Nukleinsauren auf sogenannten 
Arrays. Dabei werden eine Vielzahl von verschiedenen Nukleinsau- 
ren (z.B. cDNAs ESTs, genomische Abschnitte mit verschiedenen 
Mutationen (SNPs) ) in regelmafcigen Mustern auf einer Oberflache 
(z.B. Kunststoff oder Glas) immobilisiert . Diese Arrays werden 
dann mit der zu testenden Probe mit Fluoreszenz -markierten Nu- 
kleinsauremolekulen inkubiert, wobei Molekiile aus der Probe spe- 
zifisch mit ihren homologen Gegenstiicken hybridisieren konnen. 
Dies kann mit verschiedenen Markern an derselben Probe wieder- 
holt werden. Die Auswertung dieser Bindungsereignisse erfolgte 
bi slang im Stand der Technik oft mit Scannern. oder Imaging- Ver- 
fahren, die eine relativ geringe Auf losung . und Empf indlichkeit 
haben. Das erf indungsgemaSe System bietet hier aber deutliche 
Vorteile, da zu der ultimativen Empf indlichkeit des erfindungs- 
gemaSen Verfahrens auch die enorme Geschwindigkeit sowie die 
hohe raumliche Auf losung der erf indungsgemaEen SDT-Analyse hin- 
zukommt . Es ist daher ohne weiteres moglich, Systeme, wie sie 
etwa in der WO 97/43 611 beschrieben werden, mit dem erfindungs- 
gemaSen System zu adapt ieren und erf indungsgemaS zu analysieren. 

Dies bietet vor allem dann Vorteile, wenn die Konzentration der 
markierten Proben-Nukleinsauren sehr gering ist . So konnen etwa 
mRNAs , die in sehr geringer Kopienanzahl in der Zelle vorkommen 
(Low abundance mRNAs) , zuverlassig mit einem geeigneten Array 
nachgewiesen werden. Weitere Anwendungen dieses spezifischen 
Aspektes der vorliegenden Erfindung betreffen Fragestellungen, 
bei denen die Menge an Proben-Nukleinsauren sehr gering ist, wie 
etwa in der forensischen Spurenanalytik oder bei einer Analyse 
von Embryo- oder Stammzellen . 

Weiters eignet sich das erf indungsgema&e Verfahren besonders fur 
den Nachweis von Nukleinsauren bei der sogenannten "in situ-Hy- 
bridisierung" . Dabei werden Gewebeschnitte mit einer markierten 
Probe inkubiert. Die spezifische Bindung dieser Proben-Nuklein- 
saure erlaubt eine Aussage, welche mRNAs in welchen Bereichen 
des Gewebeschnittes exprimiert werden. Da diese zu detektieren- 
den mRNAs oft in sehr geringer Kopienanzahl vorliegen, ist eine 
hohe Empf indlichkeit des Detektionssystems , wie sie durch das 
erf indungsgemaSe Verfahren bereitgestellt wird, von Vorteil. 
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Analog zur in situ-Hybridisierung mit Nukleinsauren konnen als 
Probenmolekule auch biorekognitive Molekiile, wie Antikorper, 
verwendet werden, wobei hier dann die von den Antikorpern er- 
kannten Epitope (z.B. bestimmte EiweiEmolekule) mit groSer Emp- 
findlichkeit nachgewiesen werden konnen, 

Desgleichen kann das erf indungsgemafie Verfahren bei der Analyse 
von Chromosomen verwendet werden. Dabei werden Chromosomprapara- 
tionen auf einem Trager hergestellt und diese mit einer entspre- 
chenden Nukleinsaureprobe inkubiert . Der Nachweis einer spezifi- 
schen Bindung erlaubt eineri RuckschluS auf die Lokalisierung von 
e i n 2 e 1 ne n Gs-nen au f den Cti r ornos crp.e n . 

Die Erfindung wird anhand der nachf olgenden Beispiele sowie der 
Zeichnungsf iguren naher erlautert, ohne jedoch darauf einge- 
schrankt zu sein . 

Es zeigen: 

Fig. 1: die gebrauchlichen Konf igurationen von Einheiten fur 
Hochdurchsatz - Screening ; 

Fig. 2: eine Moglichkeit der erf indungsgemafcen Vorrichtung; 

Fig. 3: die Relat ivbewegung der Probe mit Frameshift; 

Fig. 4: das Screening von Einheiten auf Oberflachen oder in 
Mult iwell - Platten ,- 

Fig. 5: das Screening in einer Laminarf lusszelle ; 

Fig. 6: die Relation zwischen Screening-Zeit und Auflosung; 

Fig. 7: die Analyse von detektierten Einheiten; 
Fig. 8: die Positionen von markierten Molekiilen und das 
zeitliche Verfolgen von Molekiilpositionen ; 



Fig. 9: 



die molekulare Assoziation, Co-Lokalisation, 
Stochiometrie aus Signalquantelung ; 
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Fig. 10: die Konf ormat ionsanderung am Einzelmolekul ; 
Fig. 11 : die Ligandenbindung; 

Fig. 12-13: die Ko-Lokalisation zweier verschieden markierter 
Liganden durch Energietransf er (Fig. 12), oder durch 
Vergleich der Positionen der beiden Farbstof f molekule 
(Fig. 13); 

Fig. 14-18: die Detektion von einzelnen Lipidmolekiilen in 
nativen Zellen. 

Fig. 19: die Mikroskopie einzelner Lipidmolekule mit 2-Photonen 
Fluoreszenz -Anregung; 

Fig. 20A, B und C: die dreidimensionale Aufnahme einer ausge- 
wahlten Einzelzelle mit Einzelf iuorophor-Auf losung; 

Fig. 21: eine erf indungsgemaSe Vorrichtung, geeignet fur die 3D 
Analyse ganzer Zellen; 

Fig. 22: das Einlesen der Abbildungen in den Pixelarray der CCD 
Kamera; 

Fig. 23: den Arbeitsmodus beim grofif lachigen Screening. 
Beispiele : 

Beispiel 1: Erf indungsgemafie Vorrichtung unter Verwen- 
dung der Fluoreszenzmikroskopie 

Gebrauchliche Konf igurat ionen von Einheiten fur Hochdurchsatz - 
Screening (HTS) sind in Fig. 1 dargestellt, die alle als Mess- 
anordnungen im erf indungsgemaSen Verfahren zur Anwendung kommen 
Ubliche Molekulbanken , die durch kombinatorische Chemie herge- 
stellt werden, sind auf kleinen (0,2 bis 0,4 mm) Polymerkiigel - 
chen aufgebaut, die jeweils eine einzige Molekiilspezies tragen 
(siehe z.B. Devlin (1997), Seiten 147-274). Die Messanordnung 
geht gemaS der oben beschriebenen Ausf uhrungsf orm von einem her 
kdmmlichen Fluoreszenzmikroskop (Fig. 2) aus, mit dem an einer 
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Substratoberf lache (7) in der beleuchteten Flache (~ 100 ^tm 2 ) 
anwesende Fluorophore (8) einzeln detektiert und in ihrer Bewe- 
gung verfolgt werden konnten, mit einem Signal- zu-Rausch-Abstand 
von -30 fur einzelne Fluorophore (publiziert in Proc. Natl. 
Acad. Sci., USA (1996) 93: 2926-2929). Ein Zeiss -Mikroskop 
(Axiovert 135-TV) mit einem x 100-Objektiv (5) (Neofluar; nume- 
rische Offnung = 1,3, Zeiss) wurde verwendet . Fur die Fluores- 
zenzanregung wurde das Laserlicht der 514 nm-Linie eines Argon + - 
Lasers (1) (Innova 306, koharent) , welcher in TEM 00 -Mode betrie- 
ben wurde, durch einen akustooptischen Modulator (1205C-1; Iso- 
met) in den Epiport des Mikroskops gekoppelt . Eine X/4-Platte 
lieferte zirkular-polarisiertes Anregungslicht. Unter Verwendung 
einer def okusierenden Linse (3) (f = 100 mm) vor dem dichroi- 
schen Spiegel (515DRLEXT02 ; Omega) wurde das Gau£*sche Anre- 
gungsprofil auf 6,1 ± 0,8 urn Gesamtweite bei halbem Maximum 
(full-width-at-half -maximum; FWHM) und 57 ± 15 kW/cm 2 mittlere 
Anregungsintensitat gesetzt . Die Beleuchtungszeit fur jede Pi- 
xelarray-Abbildung war 5 ms. Nach long-pass-Filterung (10) 
(570DF70 Omega und OG550-3 Schott) wurde die Fluoreszenz durch 
eine Linse (13) auf eine mit flussigem Stickstoff gekuhlte CCD- 
Kamera (15) (AT200, 4 Counts/Pixel read-out noise; Photometrix) , 
ausgestattet mit einem TH512B-Chip (14) (512 x 512 Pixel, 27 ^im 2 
PixelgroSe; Tektronix) abgebildet. Die Punkttransf erf unktion des 
Mikroskops wurde durch eine zweidimensionale Gaufi'sche Intensi- 
tatsverteilung mit einer Weite von 0,42 ^m FWHM, beschrieben wie 
durch Bestimmung von Bildern von 3 0 nm f luoreszenten Kugelchen 
(Molecular Probes) festgestellt wurde. Die beugungsbegrenzte 
Flache betrug daher 0,14 lira 2 . Die Breite von Intensitatsprof ilen 
fur Einzelmolekule war mit 0,48 ± 0,08 ^im FWHM grower als die 
Punkttransf erf unktion des Mikroskops, wobei die zusatzliche Ver- 
breiterung durch molekulare Diffusion verursacht wurde. Die CCD 
wurde als Speichermittel verwendet, wobei 12 auf einanderf olgende 
Bilder von 4 0 x 40 Pixel genommen wurden, und durch CCD- Frame - 
shift bis zu 14 0 Pixelarrays pro Sekunde auf genommen werden 
konnten. Dieser Frameshift wird erf indungsgemaS zur kontinuier- 
lichen Bewegung eines Objekttragers verwendet. 

Gemafc der vorliegenden Erfindung kann dieses Messprinzip auf 
biologische Proben mit f luoreszierenden Liganden in Konfigura- 
tionen zur Anwendung kommen, wie in Fig. 1 dargestellt. Gemafc 
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der erf indungsgemafien apparativen Realisation wird ein Proben- 
screening ermoglicht, das mit maximierter Durchsatzrate eine 
konstante Einzelf luorophor-Empf indlichkeit aufweist. Die Grund- 
idee ist nochmals in Fig. 3 erlautert. Bei konstanter Beleuch- 
tung einer Flache, die auf den ganzen verwendeten Pixelarray ab- 
gebildet wird, wird die Probe kontinuierlich verschoben und 
gleichzeitig das Bild der Probe auf dem Pixelarray durch konti- 
nuierlichen "frame shift, line per line". Bei moglichst genauer 
Abstimmung beider Geschwindigkeiten (v (sample) = v (CCD) /Ver- 
groSerung des Objektivs) wird die von einem Fluorophor der Probe 
gesaramelte Fluoreszenz wahrend des Durchquerens des beleuchteten 
Bereichs von praktisch den gleichen Pixeln gesammelt . 

Das kumulierende Bild eines Fluorophors bis zum Erreichen der 
Ausleseseite des Pixelarrays ist in Fig. 4 und 5 fur Screening - 
konf igurationen gemafi Fig. l skizziert. Die Optimierung der 
zahlreichen apparativen Variablen und Parameter ist fur den 
Fachmann analog zu den bekannten Verfahren moglich; das Verhalt- 
nis zwischen Auflosung und Messzeit ist in Fig. 6 gezeigt: Fur 
typische Charakteristika von erhaltlichen CCD-Kameras, Licht- 
quellen und Objektiven wurde die Messzeit fur das Screening ei- 
ner 1 Inch 2 grofien Flache berechnet, als Funktion der Auflosung. 
Grundsatzlich gibt es einen scharfen Bereich des optimalen Zu- 
sammenhangs zwischen Messzeit und Auflosung,. der in dem gewahl- 
ten Beispiel im Bereich von Messzeiten von 15 bis 30 min fur 1 
Inch 2 - (6,45 cm 2 ) Probeflache liegt, bei einer Auflosung von 1 - 
0,5 jam. Der Arbeitspunkt auf dieser Kurve wird durch "binning" 
eingestellt. Hierbei wird die Information von benachbarten Pi- 
xeln zusammengezogen (etwa von b x b Pixeln) , wodurch die Auflo- 
sung sinkt, bei steigender maximaler Geschwindigkeit v (frame 
shift) der CCD-Kamera und leicht ansteigender Empf indlichkeit . 
Letzteres basiert darauf, dass das Rauschen nur durch Auslese- 
rauschen gegeben ist, und somit gleich groS ist fur das Auslesen 
der Counts in einem einzelnen Pixel wie fur das Auslesen der 
Counts in b x b Pixeln. Die Abbildungsqualitat einzelner Fluoro- 
phore bleibt somit wesentlich wahrend des Screenings erhalten 
(im Beispiel gemafc Fig. 6 werden 250 Counts pro Fluorophor ge- 
sammelt bei 5 Counts Ausleserauschen) . 
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Durch die kontinuierliche Probenbewegung wird die Wartezeit mi- 
nimiert, die bei diskontinuierlicher Probenbewegung notwendig 
ist, auf Grund entstehender Bewegung in der Probe bei Geschwin- 
digkeitsanderungen . Lediglich nach Beendigung eines Linienscans 
muS die Probe zuriickgef uhrt und um die Breite der beleuchteten 
Flache verschoben werden, zur Aufnahme des nachsten Linienscans 
(im Beispiel in Fig. 6 wurde hierfur 1 s Wartezeit erlaubt) . 

Die erf indungsgemaEe Kombination von ultimativer Empf indlichkeit 
und vergleichsweise sehr schnellem Probendurchsatz erof fnet neue 
Anwendungsbereiche . Mit einer Screeningzeit von -15 min einer 
Probe typischer Grofie ist ein Zeitbereich erreicht, der Scree- 
ning unter i.A. konstanten Bedingungen der Proben erlaubt. Pro- 
ben mit entsprechend geringer Lebensdauer konnen untersucht und 
die detektierten Einheiten weiterverwendet oder analysiert wer- 
den. Dies erof fnet desweiteren die Verwendung einer breiten Pa- 
lette von Fluoreszenzliganden mit entsprechend schnellen Disso- 
ziationsraten (etwa schwach bindene Antikorper) . Die gleichzei- 
tige Einzelf luorophor-Empf indlichkeit erweitert den Anwendungs- 
bereich grundsatzlich auf Fragestellungen, in denen markierte 
Stellen pro gesuchter Einheit in geringer Zahl zu erwarten sind 
(bis zu einer einzigen Stelle, etwa beim Auffinden einer Muta- 
tion in einer DNS -Probe) . 

Erf indungsgemaS kann das beschriebene schnelle und empf indliche 
Screening noch mit hoher Selektivitat und Spezifitat verbunden 
werden. Hierzu wird selektive Anregung der Fluoreszenz -Marker 
durch 2 -Photonen- Absorption eingesetzt, wodurch die gesammelte 
Fluoreszenz nahezu vollstandig nur von den so angeregten Fluo- 
reszenz-Markern in der Fokusflache stammt . Bei einer weiteren 
Vorgangsweise werden zwei Fluoreszenz -markierte Liganden gleich- 
zeitig eingesetzt, die beide an der Zielstruktur benachbarte 
Bindungsplatze haben. Dies kann z.B. ein natiirlicher Ligand ei- 
nes nur in der gesuchten Einheit vorkommenden Rezeptors sein zu- 
sammen mit einem Antikorper, der am Rezeptormolekiil in der Nahe 
des Liganden bindet . So wie in Fig. 12 skizziert ist, wird bei 
selektiver Anregung eines der beiden Fluorophore (Donor) und 
Sammlung der Fluoreszenz (durch entsprechende optische Filter) 
nur des zweiten Fluorophors (Akzeptor) nur die durch Energie- 
transfer von Donor zum Akzeptor entstandene Fluoreszenz detek- 
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tiert. Hierzu mussen beide Fluorophore in unmittelbarer Nahe 
sein (< 8 ntn Abstand) . So werden spezif isch an Rezeptoren gebun- 
dene Ligandenpaare einzeln und hochst selektiv detektierbar (bei 
immer noch grofiem Signal/Rausch-Abstand) . Alternativ konnen se- 
parate Bilder beider Farbstoff aufgenommen werden (nur 5 ms 
zeitverschoben, siehe Fig. 13). Ko-lokalisierte Farbstof f mole- 
kule (innerhalb der Positionsgenauigkeit von -50 nm) erlauben 
hochst spezifische Zuordnung, da hierbei die quantale Informa- 
tion der Einzelmolekul-Intensitaten zweier verschiedener Fluoro- 
phore als Kriterium erhalten bleiben, im Gegensatz zum Energie- 
transfer. Neben der Erhohung der Selektivitat der Fluoreszenz 
durch Energietransf er kann die Spezifitat des Signals durch Be- 
leuchtung in Totalref lexion erhoht werden (siehe Fig. 3 unten) . 
Hierdurch werden nur diejenigen Fluorophore angeregt, die sich 
im Bereich von etwa 100 nm von der Substratoberf lache bef inden 
(exponentiell abklingende Lichtintensitat ) . Die Detektionsemp- 
findlichkeit erreicht ebenfalls die einzelner Fluorophore. Diese 
Art der Beleuchtung soil die Erfindung durch Ermoglichung der 
Anwendung des Hochdurchsatz -Screenings auf Einheiten (vorwiegend 
Zellen) mit starker Autof luoreszenz erganzen. 

Erf indungsgemaS erlaubt die gleiche Apparatur unmittelbar nach 
Detektion von gesuchten Einheiten durch Screening eine detail- 
lierte Analyse dieser Einheiten. Diese kann entweder direkt in 
der "Screening" -Probe stattf inden oder nach der Uberfuhrung ei- 
ner Einheit in eine Analysezelle . Fig. 7 zeigt dies am Beispiel 
einer biologischen Zelle. 

Die Analysezelle erlaubt Einzelmolekul-Mikroskopie in einem Be- 
reich der biologischen Zelle, der einer austauschbaren Pufferlo- 
sung und Wirkstoff frei zuganglich ist . Desweiteren wird die 
Zelle am Substrat praktisch elektrisch dicht gebunden, so dass 
die hochempf indliche Fluoreszenzmikroskopie mit Elektrophysiolo- 
gie verbunden werden kann, z.B. zur Beobachtung einzelner Ionen- 
kanale , elektrisch und opt isch . 

Die Figuren 8-13 skizzieren funf grundlegende Inf ormat ionen , 
die durqh Einzelmolekul-Mikroskopie an transf erierten Einheiten 
moglich werden. Hierbei wird "binning" angewendet, urn die zeit- 
liche und laterale Auflosung an die gewunschte Information anzu- 
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passen. Die Probe wird nicht bewegt und kurze (ms) , periodisch 
wiederholte Beleuchtung wird verwendet Dies gestattet fur jede 
Beleuchtung die Positioner! genugend weit entfernter einzelner 
Fluorophore zu detektieren und zeitlich zu verfolgen (Fig. 8) . 
Damit wird entscheidbar, ob ein markierter Rezeptor mobil, be- 
grenzt mobil oder immobil ist, frei diffundiert oder limitierte 
Diffusion zeigt oder selbst-assoziiert , ko-assoziiert mit ande- 
ren Komponenten oder transient geclustert ist. Auch die Vertei- 
lung uber die (Zell- ) Oberf lache kann sichtbar gemacht werden. 
Das hohe Signal und der groSe Rauschabstand S/N (etwa 150 Counts 
und S/N = 3 0 fur 5 ms Beleuchtung) gestattet Zuordnungen beob- 
achteter Signale zur Zahl ko-lokalisierter Fluorophore. Damit 
eroffnen sich zahlreiche mechanistische Studien, die Assozia- 
tion, Ko-Lokalisation und Stochiometrie assoziierter Komponenten 
betreffen, in Fig. 9 fur Dimerisierung einer Membrankomponente 
skizziert . 

Spezielle Liganden {deren Fluorophor nach Bindung an den Rezep- 
tor in eine fixe Richtung zeigt) konnen zur einmolekularen De- 
tektion von Konf ormationsanderungen eingesetzt werden. Eine 
leichte Drehung des Fluorophors bei Strukturanderung des Rezep- 
tors genugt zur Detektion der Konf ormationsanderung uber die In- 
tensitatsanderung seines Fluoreszenzsignals, so wie in Fig. 10 
skizziert. Hierzu kommt sowohl linear polarisiertes Licht ver- 
schiedener Richtungen der Polarisation als auch zirkular polari- 
siertes Licht zur Anwendung. 

Fur Ligandenkonzentrationen von hochstens einigen nM wird Ligan- 
denbindung einmolekular analysierbar (Fig. 11), einschlieSlich 
Stochiometrie der Ligandenbindung, sowie allosterischer und ko- 
operativer Effekte bei Ligandenbindung . Durch den Einsatz zweier 
verschiedener Fluoreszenz-markierter Liganden lassen sich hochst 
spezifische Aussagen treffen und mit hoher Zuverlassigkeit , dass 
die beobachteten Liganden am Rezeptor gebunden sind. Hierzu kann 
entweder Energietransf er zwischen beiden Fluorophoren benutzt 
werden (Fig. 12), oder deren Ko-Lokalisation in auf einanderf ol - 
genden Bildern fur jeden der beiden Farbstoffe (Fig. 13) . 

Die erf indungsgemaSe kontinuierliche Aufnahme der Fluorophore in 
der Probe durch synchrone Bewegung der Probe und CCD-Frameshif t 
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(gemaS Figs. 3 bis 6) wird im Stand der Technik zum Einzelfluo- 
rophor Imaging weder beschrieben noch angedeutet, da dort eben 
nur statische Aufnahmen in unbewegten Proben gemacht wurden, 
Durch das erf indungsgemaSe System wird aber zusatzlich zur ulti- 
mativen optischen Auflosung und Empf indlichkeit der zeitaufgeld- 
sten Detektion von Einzelmolekulen (z,B. Rezeptoren auf Zellen) 
eine beachtliche Screening-Geschwindigkeit ermoglicht, die zu- 
mindest 1000-mal schneller ist als bei Alternatiwerf ahren der 
konfokalen Mikroskopie, bei gleichzeitiger Verfolgung eines En- 
sembles von Molekulen, das durch konfokale Mikroskopie nicht 
moglich ist. 

Beispiel 2: Detektion von f luoreszenzmarkierten Lipid- 
molekulen in der P 1 a smamemb r an nativer glatter Muskelzellen 

Methodik: glatte Muskelzelle, HASM: "human aorta smooth muscle, 
stable cell line of wild tpye", werden auf Deckglas wachsen ge- 
lassen und im PBS-Puffer mikroskopiert . Der Einbau von DMPE-Cy5 
(Dimiristoyl-Phosphatidyl-ethanolamin mit Cy5 (von AMERSHAM) als 
Farbstof f molekiil gebunden) erfolgt liber Lipid-Vesikel (POPC: 
Palmitoyl-Oleoyl-Phosphatidylcholine , von AVANTI) . Jedes lOOOste 
Lipid in den Vesikeln war ein DMPE-Cy5 (im Mittel 5 DMPE-Cy5 pro 
Vesikel) . Die Zugabe dieser Vesikel uber die Durchf lusszelle zu 
den HASM-Zellen im Mikroskop (50 ng/ml Vesikel, Inkubation fur 
10 min, dann herausgewaschen mit PBS-Puffer) fuhrt zu einzeln in 
die Plasmamembran eingebauten DMPE-Cy5, uber Vesikel -Zellmem- 
bran-Lipidaustausch. Dieser Prozess der Abgabe eines DMPE-Cy5 an 
die Plasmamembran ist in Fig. 16 direkt zu sehen, wobei das Ve- 
sikel (mit -10 DMPE-Cy5, siehe hohes Signal) entlang der Zell- 
membran schnell diffundiert und pldtzlich ein DMPE-Cy5 von dem 
Vesikel in die Plasmamembran iiberwechselt . Die Bewegungen der 
Lipidprobe und des Vesikels waren separat verfolgbar (siehe Tra- 
jektorien in Fig. 16 unten) . Solch ein Austausch war bisher 
nicht beobachtbar auf Einzelmolekiil -Ebene . Das Wesentliche ist 
jedoch, dass die Intensitat von einem Fluorophor auch in der 
Zelle mit Eigenf luoreszenz noch klar aufgelost ist (Fig. 14). Im 
vorliegenden Beispiel (Fig. 14-18) wurde die Intensitat des La- 
serlichtes (630 nm) soweit reduziert, dass der effektive Fluo- 
reszenzbackground der Zelle kleiner als das Ausleserauschen 
wurde. Die Intensitat kann jedoch jederzeit erhoht werden, so 
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dass man sich diirch die Eigenf luoreszenz der Zelle uber die 
Stelle orientieren kann, an der man gerade miSt . Die Intensi- 
tatsverteilung von 300 Einzelmolekulen (Fig. 15) ergab ein Si- 
gnal/Rausch-Verhaltniss von 25 fur die Detektion einzelner Mole- 
kule in der nativen Zellmembran, bei 5 ms Beleuchtung. Zura bes- 
seren Verstandnis der gezeigten Peaks: Die gezeigte Flache ent- 
halt 576 Pixel, das entspricht einer Objekt flache von -6 x 6 jim 
(jedes Pixel ist 27 x 27 jam, ein x 100 Objektiv wurde verwendet . 
Die HASM-Zelle ist etwa 100 |im lang, 15 - 20 [im breit und 5-10 
jam hoch. Die Abbildung ist "dif raction-limited" , d.h. jede 
Punktquelle wird als GauEf leek abgebildet mit dem Radius von 

j ^-"U *~ i i^i 1 ( c r\ %~ r> c V ca =» /> i "F A "D -i In) 

Im Peak waren 152 cnts . 

RoutinemaSig wurden Sequenzen von bis zu 14 Bildern aufgenommen 
(siehe Fig. 16) , jeweils 5 ms Beleuchtung mit Dunkelpausen zwi- 
schen 10 bis 30 ms (also Messzeiten von bis zu -0,5 sec) . Diese 
ergeben Trajektorien fur die Bewegung der markierten Lipide in 
der Plasmamembran. Ausgewertet wurden -3 00 solcher Trajektorien 
(schlieSt Messungen an drei verschiedenen Zellen und an ver- 
schiedenen Stellen der Zellen, aber immer an der Oberseite der 
Zellen, die unten am Deckglas adhariert sind, ein. In der Mess- 
zeit von 0,5 sec wurde keine Konvektion oder sonstige Zellbewe- 
gung gesehen (bis auf wenige erratische Zellzuckungen) . Das Er- 
gebnis war beeindruckend: Die Auswertung der Trajektorien ist in 
Fig. 17 dargestellt: Das Quadrat des Abstands (MSD = "mean 
square displacement") zwischen beobachteten Molekulpositionen 
und Trajektorien ist aufgetragen gegen das entsprechende Zeitin- 
tervall At. Bei Brown'schen Dif f usionsprozessen sollte das einen 
linearen Zusammenhang ergeben; MSD = 4D lat . At, wobei sich aus 
der Steigung 4D lat die Dif f usionskonstante D lat fur laterale Bewe- 
gung ergibt. Zunachst, fur kleine Dif fusionslangen, zeigt sich 
eine Diffusion mit D laL = 0,6 ^m 2 /sec, ein typischer Wert fur Li- 
piddif fusion in Zellmembranen (aus Ensemblemessungen uber FRAP : 
fluorescence recovery after photobleaching) . Fur langere Dif fu- 
sionszeiten bleibt der Bewegungsbereich der Lipidprobe be- 
schrankt. Die gestrichelte Linie ergibt, dass die Probe in ihrer 
Bewegung auf eine Flache mit dem Radius von 300 nm beschrankt 
bleibt. Dies ist der erste direkte Nachweis der Existenz von Li- 
piddomanen, die bislang nur postuliert wurden ("lipid rafts", 
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Simons und Ikonen, Nature 387: 569-572). Fur "lipid rafts" wurde 
die prafertielle Partition von Lipiden mit gesattigten Acylket- 
ten postuliert (so wie in der Lipidprobe DMPE-Cy5) . Tatsachlich 
zeigte die homologe Probe DOPE-Cy5, die in jeder Acylkette nur 
eine Doppelbindung besitzt, keine Partition in Domanen (durch 
Ko-Lokalisation bestatigt, nicht gezeigt) , sondern freie, unbe- 
schrankte Diffusion in der Plasmaraembran (Fig. 18) . 

Weitere Untersuchung der Domenen zeigte, dass sie am Zytoskelett 
verankert sind und sich aktiv (uni-direktional) bewegen. 

Diese Ergebnisse zeigen prinzipiell, dass jede Anwendung von SDT 
auf Zellen, auch wie bisher auf Mode 1 lsyst erne , neue Zugange er- 
offnet, einfach auf Grund der Tatsache,. dass man Prozesse ein- 
molekular und dynamisch sehen kann, die bislang nur liber Ensem- 
ble-gemittelte Daten zuganglich waren. Dabei ist der vorliegende 
Nachweis wesentlich, dass sich auch an lebenden Zellen (zumin- 
dest an diesen glatten Muskelzellen) einzelne Fluorophore klar 
und zeitauf gelost mikroskopieren lassen. Der Marker, Cy-5, kann 
auch an einem Liganden hangen mit gleichen Fluoreszenzeigen- 
schaften. Der Frame- Proben- Shi ft reduziert diese Auflosung nur 
unwesentlich, er dient dem kontinuierlichen "screening" von gan- 
zen Zellkulturen oder Zellen in Nanotiter-Platten, etc. Die Auf- 
losung kann weiter verbessert werden durch 2-Photonen-Anregungs- 
Fluoreszenz-Mikroskopie . Fig. 19 zeigt die erste Realisation ei- 
ner 2 -Photonen-Abbildung von zwei Phospholipiden (PE-) mit ge- 
bundenem TMR (Tetramethyl-Rhodamin) als Fluoreszenz -Marker in 
einer Phospholipid ( POPC) -Membran . 

Beispiel 3: Simulation einer Echtzeitauf nahme der Ver- 
teilxing von Einzelf luorophoren auf ganzen Zellen, der raumlich- 
zeitlicben Auflosxing, der Positionsgenauigkeit und der Detekti- 
onssicherheit der Fluorophore 

In Beispiel 2 war die Beobachtung der Einzellipid-Dif fusion in 
der Plasmamembran der Zelle unter anderem dadurch moglich, dass 
die Ebene der Lipidbewegung (Membranf lache) genugend weit mit 
der Fokusebene (Schicht mit effektiver Dicke von 1,6 jam) zur 
Deckung gebracht werden konnte, was durch Fokussierung auf den 
oberen Rand der Zelle realisiert wurde. 
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Zur Erfassung von Bewegungen in jede Richtung, auch quer zur Fo- 
kusflache uberall an oder in der Zelle, sowie nahezu Zeit-gleich 
fur alle Fluoreszenz - markierten Molekule, wird die erf indungsge- 
maSe Probenbewegung und Frameshift in folgender Variante durch- 
gef lihrt . 

Methodik: Die Methodik und die Vorrichtung zur Bildauf nahme ist 
wie in Beispiel 2 mit zwei wesentlichen Unterschieden : 

1. ) Die Fokusebene wird fur sequentielle Bildauf nahme schritt- 

A /-v , r^-rs "O ^-v *- A m - T^r*. A +~ A -I « rr "D -I /^V» ♦* i vr» .^.i.,* V^Vj *? p. 

Zelle bewegt. Dies ist in Fig. 20A skizziert, mit der Fo- 
kusschicht in rot (effektive Dicke, aus der Fluoreszenzpho- 
tonen gesammelt werden, ist 1,6 ^im) , einer Zelle in grun 
(etwa 8 jam hoch) , mit einem Ensemble von zufallig verteil- 
ten gleichen Fluorophoren (schwarze Punkte) . 

2. ) Eine CCD-Kamera mit folgenden Spezif ikationen kommt zum 

Einsatz: mit groSem, langlichem Pixelarray und besonders 
schnellem Frameshift (z.B. eine CCD-Kamera mit 2048*256 Pi- 
xeln der Grofie 20 x 20 7 \is Shiftzeit pro Linie, und 2 

^s/Pixel Auslesezeit, Konversion von 0,8 Elekt ronen/ Photon, ^ 
so wie sie von z.B. PHOTOMETRICS fur Spektroskopie angebo- 
ten wird) . 

Im Ausfiihrungsbeispiel (Fig. 20) werden 2 0 Bilder aufgenommen 
wahrend des Passierens der Fokusschicht durch die ganze Zelle. 
Jedes Bild wird mit gleicher Beleuchtungszeit "tlilll" auf der 
gleichen Teilflache des Pixelarrays aufgenommen (graue Flache in 
Fig. 20A mit 100*256 Pixeln) , und dann durch Frameshift verscho- 
ben, wie in Fig. 20A fur das erste, zweite und letzte Bild dar- 
gestellt . Wahrend der fur den Frameshift benotigten Zeit 
"t(fs)" , 0,7 ms bei der oben spezif izierten Kamera, wird die 
Aufnahme unterbrochen (durch Unterbrechung der Beleuchtung oder 
Abdeckung der Kamera) . 

Die Verschiebung der Fokusebene pro Bildaufnahme ist im Ausfuh- 
rungsbeispiel gleich 0,4 ^im gewahlt, damit die 20 Aufnahmen die 
ganze Zelle von 8 \xm Hohe gerade erfassen (siehe Fig. 20A) . 
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Die Zeit "t (ill) " ist in Grenzen frei wahlbar.- Einerseits sollte 
"t(ill)" wesentlich grofier sein als H t(fs)" , um den Informati- 
onsverlust auf Grund der Beleuchtungspausen gering zu halten. 
Andererseits sollte die gesamte Auf nahmezeit 

t (ges) = (t (ill) +t (f s) ) *20 nicht zu groS sein (lange 11 1 (ill) " -Zei- 
ten sind vorteilhaft zur Ausmittelung unspezif ischer Fluores- 
zenz) , damit das Molekulensemble der ganzen Zelle in nahezu 
Echtzeit abgebildet werden kann. Abbildung in Echtzeit ("real 
time imaging") erfordert, dass t (ges) <t (bew) ist, wobei "t(bew)" 
die Zeit ist, die die abgebildeten Molekule benotigen, um sich 
uber eine Lange zu bewegen, die der optischen Aufldsung ent- 
spricht (etwa 0,5 jam in x- und y-Richtung und etwa 1,6 jam in z- 
Richtung) . Fur die Diffusion von typischen Membranproteinen oder 
von aktiv transportierten Komponenten liegt "t (bew) " zumeist un- 
ter etwa 0,6 s. Fur das Ausf uhrungsbeispiel ergibt sich daraus 
ein Bereich von 5 ms < t(ill) < 30 ins fur "real time imaging" 
der Fluorophore einer Zelle. Die gesamte Aufnahme dauert dann 
0,1 s < t(ges) < 0,6 s. 

Fig. 20B illustriert das berechnete Ergebnis von "real time ima- 
ging" von Fluorophoren an einer Zellmembran fur t(ill)=5 ms, wo- 
bei die in Beispiel 2 gemessenen Daten und Bedingungen fur eine 
Einzelauf nahme zugrundegelegt wurden (3 counts/Pixel an Eigen- 
fluoreszenz der Zelle, 152 count /Fluorophor fiir 5 ms Beleuchtung 
mit uber die Fokustiefe gemittelter Intensitat, laterale Auflo- 
sung von 0,5 ^im, und Fokustiefe von 1,6 ^im) . Diese Daten legten 
alle Parameter fiir die Berechnung des 3D-Bildes fur die oben be- 
schriebene Methode. fest, wobei als Zellform ein Rotationsellip- 
soid mit willkurlichen Abweichungen gewahlt wurde (Fig. 20A 
zeigt die die Vorderansicht der Zelle) , und mit zufallig ver- 
teilten Fluorophoren an der Zellmembran (schwarze Punkte, insge- 
samt 45) . Fig. 20B und C zeigen die Vorderansicht des 3D-Fluo- 
reszenzbildes der Zelle und der Fluorophore, erzeugt durch voile 
Simulation der Abbildungsmethode (in der Simulation sendet jedes 
Fluorophor entsprechend der momentanen Beleuchtung Fluoreszenz- 
photonen aus, die unter Berucksichtigung der Dif f raktions- limi- 
tierten Abbildungsf unkt ion des Mikroskops in zufalliger Vertei- 
lung auf entsprechende Pixel abgebildet werden, nach entspre- 
chender Konversion zu Elektronen als "counts") . Der gewahlte 
Farbcode zeigt griin fur niedrige Zahl von "counts" (Eigenfluo- 



WO 00/25113 



PCT/AT99/00257 



- 33 - 

reszenz der Zelle und "readout noise"), und gelb, hellrot bis 
dunkelrot fur steigende Zahl von "counts". Der Farbcode ist so 
gewahlt, dass der hellrote Bereich das Auf losungsvolumen in etwa 
reproduziert (durch die Sammelstatistik leicht verwaschenes El- 
lipsoid mit Durchmessern von in etwa 0,5 (im in der x-y-Ebene und 
1,6 jam in z-Richtung) , und dass der dunkelrote Kern die Genauig- 
keit der Posit ionierung einzelner Farbstoffe wiedergibt (in etwa 
50 nm in der x-y-Ebene und 150 nm in z-Richtung) . Der Datenver- 
lust durch Dunkelzeiten wahrend des Frameshifts konnte durch In- 
terpolation zwischen den Intensitaten auf einanderf olgender Bil- 
der approximativ berucksichtigt werden, dadurch, dass im Mittel 
jeder Fluorophor in 4 Bildern vorkommt {Fokussabdchtdicke = 1,6 
[im = 4*dz, mit dz = Bild-zu-Bildverschiebung = o,4 jam). 

Die Simulation zeigt, dass 3D-Zellauf nahmen in "real time" und 
mit klarer Detektion der Fluoreszenz-markierten Molekule mit der 
erf indungsgemaSen Methode moglich ist. Im Prinzip kann diese 3D- 
Aufnahme der Zelle mehrfach wiederholt werden nach jeweils einer 
Mindestzeit ft t(lese)", die notwendig ist zum Auslesen des Pixel- 
arrays (etwa 1 s bei der oben genannten Kamera) . Die Zahl der 
Wiederholungen ist durch Ausbleichen der Fluorophore limitiert. 
Fur die angenommenen Bedingungen von Beispiel 2 ist zumindest 
eine 3 -f ache Wiederholung moglich ohne grofie Verluste durch Aus- 
bleichen. Im Prinzip kann die Methode nicht nur Fluorophore an 
Zellen abbilden, wie im Ausf uhrungsbei spiel gezeigt, sondern 
auch Fluorophore in Zellen. Hierbei kann der Einsatz von 2-Pho- 
tonenanregung vorteilhaft sein, zumindest fur Studien in Zellen 
mit hoher oder nicht minimierter Autof luoreszenz . 

Solche Echtzeit-3D-Auf nahmen von Molekiilensemblen einer Zelle 
gehen nicht nur weit uber den Stand der Technik hinaus , sondern 
eroffnet qualitativ neue Zugange zur Auf schliisselung Zell-phy- 
siologischer Prozesse, etwa die Aufdeckung und Analyse von Kom- 
ponenten-Organisation/Umorganisation als eine wesentliche Basis 
fur die raumlich- zeitliche Regelung und Koordinierung zellularer 
Vorgange, oder die mechanist ische Analyse von morphologischen 
Antworten der Zelle auf einen auSeren Reiz durch etwa einen 
Botenstoff oder durch einen pharmakologischen Wirkstoff, oder 
durch einen nach Beispiel 1 erf indungsgemaS identif izierten 
moglichen Wirkstoff. 
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Beispiel 4: Vorrichtung fur die 3D-Bildauf nahme ganzer 
Zellen 

Fig. 21 ist eine Darstellung des erf indungsgemafcen SDT-Mikro- 
skops, mit dem besonders ein 3D-Scan ganzer biologischer Zellen 
effizient durchgefuhrt werden kann. 

Die Lichtquelle besteht hier aus einem oder mehreren Lasern (Ar- 
gonlaser, Dyelaser, 2 - Phot onen - Anregungs - Laser ) . Der AOM (2) 
(akusto-optischer Modulator) lasst das Laserlicht fur einstell- 
bare Zeiten (gesteuert vom Controller (19) ) und bestimmter Farbe 
durch, etwa nur das Licht des Argonlasers fur bestimmte Belich- 
tungszeit, wiederholt nach einstellbaren Dunkelpausen, oder ab- 
wechselnd Laserlicht verschiedener Wellenlange (Argonlaserlinie, 
z.B. 514 nm, und 635nm vom Dylaser, der durch den Argonlaser ge- 
pumpt wird) , zur Anregung von zwei verschiedenen Farbstof f mole - 
kulen in der Probe . 

Die Linse (3) weitet die Fokusebene (9) auf ; sie ist austausch- 
bar zur Ausleuchtung von 2 0 ^xm- bis 600 |-im-Bereichen . Fur groSe 
Belichtungsf lachen (im SDT-x, y-Scan-Modus) wird zwischen AOM (2) 
und Linse (3) das Licht durch ein "single mode" -Fas eroptikbundel 
geleitet, womit man homogene Ausleuchtung von runden oder recht- 
eckigen Bereichen (SDT-x, y-Scan) erreicht (nicht-in der Figur 
inkludiert) . Die Fokusebene (9) wird auf einen bestimmten z-Wert 
(Abstand zwischen Fokusebene und Obj ekttrageroberf lache (7) ) 
durch einen z-Piezo (18) eingestellt, der das Objektiv (5) in z- 
Richtung verschiebt . 

Die Probe ist horizontal verschiebbar (in x,y-Ebene) durch Pra- 
zisionsmotoren (17), die den Probentisch (6) verschieben und 
durch den Controller (19) angesteuert werden. Hierbei kann der 
z-Piezo (18) zur Nachregelung eines konstanten z-Wertes benutzt 
werden (iiber kapazitive Abstandsmessung, nicht in der Figur in- 
kludiert) . 

Die Fluoreszenz einzelner Farbstof fmolekule kann auf dem Pi- 
xelarray (14) der CCD-Kamera (15) als lokalisiertes , klar auf- 
losbares Signal detektiert werden. Zunachst wird die Fluoreszenz 



WO 00/25113 



PCT/AT99/00257 



- 35 - 

eines Molekuls durch das Objektiv in Parallelstrahlen (Stand der 
Technik der Objektive mittlerweile aller Fluoreszenz-Mikroskope) 
bestimmten Winkels gebrochen. Das Strahlenbiindel passiert den 
dichroitischen Spiegel (4) , der nur das Anregungslicht reflek- 
tiert, sowie Filter (10), die nur fur das Fluoreszenzlicht 
transparent sind. 

Das nachste Element im Strahlengang ist ein Galvanometer-Spiegel 

(11) . Der Spiegel kann durch den Controller (19) auf jeden Win- 
kel (notwendiger Bereich etwa +/- 5 Grad, entspricht der Breite 
der unten als Beispiel angegebenen CCD-Kamera) eingestellt wer- 
de n , in i t e i lie r Ge nau i gk e 1. 1 von wcui gen pi r ad und e i. nex E i n s t e 11- 
zeit von etwa 0 , 3 ms (erhaltlich bei Cambridge Technology, Inc., 
MA, OSA, Modell 6800) . 

Das so abgelenkte Strahlenbiindel durchquert ein Wollastonprisma 

(12) , das das Fluoreszenzlicht in zwei Strahlen orthogonaler Po- 
larisation zerlegt (h: horizontal, und v: vertikal polarisiert) . 
Der Winkel zwischen den beiden Strahlen ist durch die Prismen- 
form einstellbar, und wird hier so gewahlt, dass, nach Passieren 
der Abbildungslinse (13) , die beiden Polarisationsanteile des 
Fluoreszenzlichts gleichzeitig aber raumlich getrennt auf dem 
Pixelarray abgebildet werden, und zwar in einem Abstand von der 
halben x-Breite des Arrays. Solche Prismen werden von einigen 
Firmen angeboten, etwa von Bernhard Halle Nachf . GmbH & Co. , 
Berlin. 

Die Kombination von Galvanometer-Spiegel (11) und Wollaston- 
prisma (12) gestattet, die Speicherf lache des Pixelarray optimal 
zu nutzen, in Synchronisation mit dem Frametransf er der CCD-Ka- 
mera zur Datenverschiebung in y-Richtung des Arrays. Die Nutzung 
dieser Speicher- und Datenshif t-M6glichkeiten ist abhangig von 
der Anwendung. Anwendungen lassen sich in drei Bereiche glie- 
dern: entweder wird die Fokusebene horizontal (in der x,y-Ebene) 
durch die Probe gefuhrt (SDT-x, y-Scan) oder vertikal ( 3D-SDT) , 
oder sowohl horizontal (langsam) als auch vertikal (schnell und 
zyklisch) . Diese drei Nutzungsarten des gleichen Gerats unter- 
scheiden sich nur durch das Controller-Programm, d.h. die An- 
steuerung der Probenbewegung (in x, y-Richtung oder (und) in z- 
Richtung) , in Synchronisation mit dem Beleuchtungsmodus (Wellen- 
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langen, Licht/Dunkel-Intervalle, etc.) und koordiniert mit ge- 
eigneten Modi der Daten-Speicherung und -Verschiebung auf dem 
CCD-Pixelarray (kombinierter Einsatz von Drehspiegel, Wollaston- 
prisma, Frametransferoptionen und Auslesen der CCD-Kamera) . 

Schliefclich werden die mit der CCD-Kamera gesammelten Daten pro- 
zessiert, analysiert und in geeigneten Formen zur Darstellung in 
einer Bildgenerierungseinheit (16) gebracht . 

Die CCD-Kamera, die fur die Abschatzungen in Fig. 6 und Fig. 22, 
23 "plus Beschreibung (siehe unten) eingesetzt wurde, ist erhalt- 
lich bei Princeton Instruments, USA, Modell MicroMAX-1300PB . 

Im Arbeitsmodus fur grofif lachiges Screening (SDT-x, y-Scan) wird 
die Probe kontinuierlich in x-Richtung durch Prazisionsmotoren 
(17) bewegt (s. Fig. 21 und 23) . Die Beleuchtung ist groSflachig 
(etwa 100*250nm) und kontinuierlich, so dass jedes Molekul 
gleich lange beleuchtet wird. Bei diesem Modus bleibt der Dreh- 
spiegel in fixer Winkelposition . Das Wollastonprisma kann be- 
nutzt oder ausgeschwenkt werden. Die ^ Bilddaten auf der CCD-Ka- 
mera (siehe grauen Bereich in Fig. 23) werden kontinuierlich Li- 
nie urn Linie in y-Richtung verschoben und ausgelesen. 

Im Arbeitsmodus fur 3D-Imaging (Real-Time 3D-SDT) (vgl. Fig. 14- 
18) sind einzelne Fluoreszenzmarker an lebenden Zellen abbildbar 
und in ihrer Bewegung verfolgbar. 

In Fig. 20 ist das Prinzip der 3D-Bildauf nahme erlautert, wohin- 
gegen Fig. 21 mit Fig. 22 die apparative und Signal - logistische 
Seite der Realisation der 3D-Bildauf nahme zeigt, allerdings auch 
nur fur ein Beispiel (zwei Farben mit je zwei Polarisat ionen fur 
jede Fokusebene) . Andere Applikat ionen, etwa Anregung von drei 
oder noch mehr Farbstoffen, mit oder ohne Polarisat ionsauf spal - 
tung, lassen sich durch Modif izierung des Ansteuerungsprogramms 
analog zu dem Beschriebenen realisieren. Realzeit - Imaging von 
Zellen ist, nach dem unten angegebenen Kriterium, fiir bis zu . 
vier Farben und Erfassung beider Polarisat ionsanteile ohne wei- 
teres moglich. 
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Als CCD-Kamera wird im vorliegenden Beispiel eine MicroMAX-13 00 
PB mit 1300*1340 Pixel verwendet . Die Pixelflache ist 20nm*20jinu 
Der Frameshift ist in y-Richtung und benotigt 3jis pro Linie. 
Auftreffende Photonen werden mit einer Konversion von 0,9 im ge- 
samten optischen Bereich in Elektronen umgewandelt . Die Kamera 
ist fur Auf nahmezeiten von Sekunden praktisch frei von spontan 
entstehenden Dunkelcounts . Ledigleich beim Auslesen der Kamera 
mit ljis (20\xs) pro Pixel entsteht ein schwaches Hintergrundrau- 
schen von 7 Elektronen pro Pixel . Wie fur die HASM-Zelle ge- 
zeigt, lassen sich von einzelnen Fluorophoren in nur 5ms Be- 
leuchtungszeit etwa 15 0 Elektronen sammeln, was sich einige Male 
v/iederholen la-s-s-t (3-20 Mai bei tnomentan ublichen Dyemolekulen) . 
Bei Beleuchtung einer 16fim durchmessenden Flache ist die Bild- 
groSe etwa 80*80 Pixel fur ein lOOer-Objektiv. Fig. 22 zeigt die 
Aufnahme von 4 Bildern fur jede z- Posit ion der Fokusebene. Die 
Zahl in den Einzelbildern gibt die Fokusebene an, von z=0 um je- 
weils 0,5p,m ansteigend. 

Der zweite Index, r oder g, steht fur rote oder griine Fluores- 
zenz. Auf der ersten Fokusebene wird zunachst rote Fluoreszenz 
angeregt, die dann in beide Polarisationsanteile (h und v) zer- 
legt wird, und in der linken bzw. rechten Halfte des Arrays in 
separaten Einzelbildern wahrend der Beleuchtungszeit gesammelt 
wird (siehe Irh und lrv) . Danach wird griine Fluoreszenz angeregt 
und in den Bildflachen lgh und lgv gesammelt. Hierzu wird der 
Drehspiegel in der Dunkelpause von jeweils 0,5 ms in die nachste 
Stellung gedreht (um etwa 0,5 Grad) , so dass sowohl das " lgh" - 
als aus "lgv ,l -Bild um 80 Pixel nach x verschoben auf den Bildbe- 
reich (grau) fallt, direkt neben die beiden "roten" Bilder der 
Ebene 1. In der folgenden 0 , 5ms -Dunkelpause wird die Fokusebene 
2 eingestellt (durch Ansteuerung des z-Piezos am Objektiv) und 
der Drehspiegel auf seine neue Position gedreht, zur folgenden 
Aufnahme von zuerst 2rh und 2rv und, nach Spiegeldrehung von 2gh 
und 2gv auf dieser Fokusebene 2. Dies wird fortgesetzt, bis die 
Bildreihe (grauer Bereich) vollgeschrieben ist, im vorliegenden 
Beispiel nach den vier Bildauf nahmen auf Ebene 4. In der darauf- 
folgenden Pause von 0,5ms werden die 16 Bilder durch Frameshift 
der CCD-Kamera in y-Richtung und 80 Pixelzeilen verschoben, wo- 
fur etwa 0,24ms benotigt werden, und der Drehspiegel wird an 
seine Anf angsposit ion zuruckbewegt . Die grau markierte Bildzeile 
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wird sodann mit weiteren 16 Bildern belegt, von den Fokusebenen 
5 bis 8, usw. Die 3D-Aufnahme ist nach Erreichen eines vorgege- 
benen z-Wertes (Uberschreiten der Hohe der abgebildeten Zelle, 
etwa nach lOjim, entsprechend 20 Auf nahmeebenen) beendet . 

Bei einer Beleuchtungszeit von 1,5ms fur jedes h- und v-Bildpaar 
wird jedes Farbstof f molekul wegen der Uberlappung der l,6|am tie- 
fen Fokusebenen fur effektiv etwa 5ms beleuchtet und seine Teil- 
bilder in benachbarten Ebenen enthalten etwa 150 Elektronen im 
Bildpaar . 

Die Gesamtaufnahme (20 Ebenen) benotigt dann nur 80ms. In dieser 
Zeit haben sich Membranmolekule (Dif f usionskonstanten < 0,1 
nm 2 /s) oder aktiv bewegte Molekule (Geschwindigkeit < 2 jim/s) 
nicht aus dem optischen Auf losungsvolumen (Ellipsoid mit 0,25 urn 
Halbachsenlange in x- und y-Richtung und 0,8 fim in z-Richtung) 
hinausbewegt . Auf Grund dieses Kriteriums gestattet die erfin- 
dungsgema£e Methode 3D-Aufnahmen einer ganzen Zelle in Echtzeit 
(Real-Time) durchzuf uhren und zwar mit Einzelmolekul-Empf ind- 
lichkeit zur molekularen Detektion iiber die ganze Zelle, ein 
bislang unerreichtes Ziel . 

Die Auslesezeit dieser 3D- Information benotigt etwa 1 Sekunde . 
Somit kann jede Sekunde ein neues 3D-Bild aufgenommen werden, 
oder in groSeren, gewunschten Zeitabstanden . Damit werden Bewe- 
gungen und Prozesse der Einzelmolekule oder Assoziate des gesam- 
ten abgebildeten Molekul -Ensembles verfolgbar (solange die Mole- 
kule noch f luoreszieren; unter den angegebenen Beleuchtungsbe- 
dingungen lassen sich mit momentan gebrauchlichen Fluorophoren 
zumindest 3 3D-Bilder aufnehmen) , jedoch konnen auch mit einer 
kleineren und langsameren Kamera fur einen Farbstoff und keine 
Polarisationsauf spaltung gute Ergebnisse erzielt werden. 
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Patentanspriiche : 

1. Vorrichtung zur Visualisierung von Molekulen, von deren Be- 
wegung und von Wechselwirkungen zwischen Molekulen und von mole- 
kularen Prozessen in einer Probe, insbesondere von Molekulen und 
Prozessen in biologischen Zellen, unter Verwendung der Single- 
Dye-Tracing- (SDT-) Methode, umfassend: 

mindestens eine Lichtquelle zur grofif lachigen Fluoreszenz- 
anregung uber .Ein- oder Mehrphotonenabsorption durch glei- 
che oder verschiedene Markermolekule an Molekulen in der 
Probe , 

einen Objekttrager zur Aufnahme der Probe, 
ein hochempf indliches Detektions- und Analysesystem, das 
eine Charged- Coupled-Device- (CCD-) Kamera umfasst, wobei 
die Probe bzw. der Objekttrager und/oder das Detektions - 
und Analysesystem beim Messprozess relativ zueinander ver- 
schiebbar sind, und 

eine Steuereinheit zur Koordination und Synchronisation von 
Beleuchtungszeiten und gegebenenf alls Wellenlangen, der la- 
teralen oder vertikalen Bewegung der Probe bzw* des Objekt- 
tragers mit der Probe sowie gegebenenf alls der Positionie- 
rung und Verschiebung der Abbilder zu jeder Probenposition 
auf dera Pixelarray der CCD-Kamera . 

2. Vorrichtung nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet , dass 
mindestens eine Lichtquelle ein Laser ist, insbesondere akusto- 
optisch umschaltbares Laserlicht. 

3. Vorrichtung nach Anspruch 1 oder 2, dadurch gekennzeichnet, 
dass die Lichtquelle ein Argonlaser, ein Dyelaser und/oder ein 

2 -Photonen- Fluoreszenz -Anregungs- Laser ist . 

4. Vorrichtung nach einem der Anspruche 1 bis 3, dadurch ge- 
kennzeichnet, dass die Steuereinheit einen Pulsgeber und eine 
Software zur Steuerung der Lichtquelle (n) und der Bewegung der 
Probe umfasst . 



5. Vorrichtung nach einem der Anspruche 1 bis 4, dadurch ge- 
kennzeichnet, dass die CCD- Kamera einen Frameshift -Modus und ei- 
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nen kontinuierlichen Auslese- Modus umfasst. 

6. Vorrichtung nach einem der Anspruche 1 bis 5, dadurch ge- 
kennzeichnet, dass sie ein Epif luoreszenz-Mikroskop, vorzugs- 
weise mit einer Sammelef f izient von Fluoreszenzquanten von > 3 
%, bei 40- bis 100-facher Vergrofcerung, umfasst. 

7. Vorrichtung nach einem der Anspruche 1 bis 6, dadurch ge- 
kennzeichnet, dass die CCD-Kamera 

N 2 -gekuhlt ist, 

- einen grofien Pixelarray aufweist, insbesondere einen Pi- 

xelarray > 1340 x 1300, 

eine Konversion von Photonen in Elektronen von 0,8 bis 0,9 
im optischen Bereich aufweist, 

ein Ausleserauschen von nur wenigen Elektronen pro Pixel 
bei 1 jas/Pixel Auslesegeschwindigkeit aufweist, 
<< 1 Dunkel counts /Pixel x s aufweist, und/oder 
eine Lineshif t-Rate von > 3 x 10 s /s aufweist. 

8. Vorrichtung nach einem der Anspruche 1 bis 7, dadurch ge- 
kennzeichnet , dass die Probe eine durch kombinatorische Chemie 
hergestellte Molekulbank umfasst. 

9. * Vorrichtung nach einem der Anspruche 1 bis 8, dadurch ge-. 
kennzeichnet , dass die Probe eine Multiwellplatte oder eine Mi- 
kro- (Nano-) Titerplatte umfasst. 

10. Vorrichtung nach einem der Anspruche 1 bis 9, dadurch ge- 
kennzeichnet , dass der Objekttrager eine Durchf lusszelle ist. 

11. Vorrichtung nach einem der Anspruche 1 bis 10, dadurch ge- 
kennzeichnet , dass die Fokussierungsebene des Detektions- und 
Analysesystems schrittweise entlang der z-Richtung durch ein 
Piezoelement verschiebbar ist. 

12. Vorrichtung nach einem der Anspruche 1 bis 11, dadurch ge- 
kennzeichnet, dass sie ein Epif luoreszenz -Mikroskop mit einem 
Parallelstrahlbereich als Lichtquelle aufweist, das einen gal- 
vano-optischen Spiegel im Parallelstrahlbereich beinhaltet. 
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13. Verfahren zur Visualisierung von Molekulen, von deren Bewe- 
gung unci von Wechselwirkungen zwischen Molekulen und von moleku- 
laren Prozessen in einer Probe, insbesondere von Molekulen und 
Prozessen in biologischen Zellen, unter Verwendung der Single- 
Dye-Tracing. (SDT-) Methode, dadurch gekennzeichnet , dass eine 
Probe, in welcher bestimmte Molekule mit Markermolekulen mar- 
kiert worden sind, in eine Vorrichtung nach einem der Anspruche 
1 bis 12 eingebracht wird, dass die Probe durch die* CCD-Kamera 
auf ein Pixelarray abgebildet wird, wobei die Probe und/oder das 
Detektions- und Analysesystem relativ zueinander unter Verwen- 
dung des Frameshifts der CCD-Kamera verschoben wird, so dass die 
Signale jedes Einzelmolekuls in der Probe r.EGh Konversion in 
Elektronen in den gleichen Pixeln gesammelt werden, so lange, 
bis das Einzelmolekulsignal einen bestimmten Mindest-Si- 
gnal/Rausch-Abstand ubersteigt. 

14. Verfahren nach Anspruch 13, dadurch gekennzeichnet, dass 
die Relativbewegung der Probe entsprechend dem Frameshift der 
CCD-Kamera gesteuert wird. 

15. Verfahren nach Anspruch 13 oder 14, dadurch gekennzeichnet, 
dass die Relativbewegung der Probe in. lateraler Richtung kon- 
stant und kontinuierlich erfolgt. 

16. Verfahren zur quasi-gleichzeitigen Abbildung Fluoreszenz- 
markierter Molekule in ihrer Verteilung liber ganze biologische 
Zellen und zur Verfolgung von molekularen Bewegungen und Prozes- 
sen durch Wiederholung dieser Abbildung in zeitlichen Abstanden 
unter Verwendung der SDT-Methode, dadurch gekennzeichnet, dass 
eine Probe mit Zellen, in welchen bestimmte Molekule mit Marker- 
molekulen markiert worden sind, in eine Vorrichtung nach einem 
der Anspruche 1 bis 12 eingebracht wird, das Fluoreszenzbild fur 
eine Fokussierungsebene auf dem Pixelarray der CCD-Kamera abge- 
bildet wird, die Fokussierungsebene schrittweise entlang der z- 
Richtung durch ein Piezoelement verschoben wird, wobei die Fluo- 
reszenzbilder zu jeder Ebene separat auf dem Pixelarray angeord- 
net werden, und nach Abbildung samtlicher Fokussierungsebenen 
die Abbildung der der Fluoreszenz-markierten Molekule in den 
Zellen errechnet wird, worauf gegebenenf alls die Abbildungen der 
Fokussierungsebenen wiederholt werden, urn molekulare Bewegungen 
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und Prozesse durch Aneinanderreihen von Abbildungen samtlicher 
Fokussierungsebenen darzustellen . 

17. Verfahren nach einem der Anspruche 13 bis 16, dadurch ge- 
kennzeichnet; dass die Abbildungen auf dem Pixelarray der CCD- 
Kamera mit einer Rate von 1 bis 3 ms pro Bild und einer Kapazi- 
tat von bis zu 300 Bildern pro Array bei einer Bildgrofie von 80 
x 80 Pixeln erfolgen. 

18. Verfahren nach einem der Anspruche 13 bis 17, dadurch ge- 
kennzeichnet , dass mindestens zwei verschiedene Arten von Mole- 
kulen in der Probe. mit mindestens zwei verschiedenen Fluores- 
zenz-Markern markiert werden. 

19. Verfahren nach einem der Anspruche 13 bis 18, dadurch ge- 
kennzeichnet , dass die Fluoreszenz -Abbildungen fur zwei orthogo- 
nale Polarisationsrichtungen fur jeden Fluoreszenz-Marker er- 
folgt, vorzugsweise durch Teilung der Abbildung in zwei Bilder 
mit orthogonaler Polarisationsrichtung durch Verwendung eines 
Wollaston-Prismas und einer Lichtquelle, die einen Parallel - 
strahlbereich aufweist, wobei das Wollaston-Prisma im Parallel- 
strahlbereich der Lichtquelle eingesetzt wird. 

20. Verfahren nach einem der Anspruche 13 bis 19, dadurch ge- 
kennzeichnet , dass die Probe Zellen mit geringer Eigenf luores- 
zenz umfasst . 

21. Verfahren nach einem der Anspruche 13 bis 20, dadurch ge- 
kennzeichnet , dass das Verfahren als Hochdurchsatz -Analyse 
durchgef uhrt wird . 

22. Verfahren nach einem der Anspruche 13 bis 21, dadurch ge- 
kennzeichnet , dass als Probe eine Molekiilbank untersucht wird, 
vorzugsweise eine durch kombinatorische Chemie hergestellte Mo- 
lekiilbank. 

23. Verfahren nach einem der Anspruche 13 bis 22, dadurch ge- 
kennzeichnet , dass die Wechselwirkung einer Molekiilbank mit bio- 
logischen Zellen untersucht wird. 
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FIG. 6 
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fur typische Charakteristika von CCD-Kameras (gekuhlt 
mit fliissigem N 2 ): 1300*1340 Pixel (250*250 fim) 
"lineshift"-Rate 300 KHz, Ausleserate 1 MHz, Auslese- 
rauschen ~7 counts pro Pixel , Dunkelrauschen~0. 
Objektiv mit 40-facher VergroBerung, Beleuchtete 
Flache = Flache Pixelarray/40*40 = 400 fim * 100/im; 
Lichtintensitat auf 250 counts pro Fluorophor gehalten. 
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Siehe An hang Patentfamilie 



* Besondere Kategorien von angegebenen Veroffentlichungen T 
"A" Veroffentlichung, die den altgemeinen Stand der Technik definiert, 
aber nicht als besonders bedeutsam anzusehen ist 

**E* alteres Dokument, das jedoch erst am Oder nach dem intemationalen 

Anmeldedatum veroffentlicht worden ist , <x , 

"L" Veroffentlichung, die gee ig net ist. einen Prtoritatsanspruch zweifelhatt er- 
scheirten zu lassen, oderdurch die das VerSffentltchungsdatum einer 
anderen im Recherchenbericht genannten Veroffentlichung beiegt werden « Y 
soli oder die aus einem anderen besonderen Grund angegeben ist (wie 
ausgefuhrt) 

"O" Veroffentlichung, die sich auf eine mundliche Offenbarung, 

eine Benutzung, eine Ausstellung Oder andere MaGnahmen bezieht 
"P* Verdffenttichung, die vor dem intemationalen Anmeldedatum, aber nach 
dem beanspruchten Prioritatsdatum veroffentticht worden ist & 



Spatere Veroffentlichung, die nach dem intemationalen Anmeldedatum 
oder dem Prioritatsdatum veroffentlicht worden ist und mrt der 
Anmeldung nicht koHidiert, sondern nur zum Verstandnis des der 
Erfindung zugrundeliegenden Prtnztps oder der ihr zugrundeliegenden 
Theorie angegeben ist 

Veroffentlichung von besonderer Bedeutung; die beanspruchte Erfindung 
kann allein aufgrund dieser Veroffentlichung nicht als neu oder auf 
erf inde rise her Tatigkert beruhend betrachtet werden 

Veroffentlichung von besonderer Bedeutung; die beanspruchte Erfindung 
kann nicht als auf erftnderischer Tatigkert beruhend betrachtet 
werden, wenn die Veroffentlichung mit einer oder mehreren anderen 
Verdffentlichungen dieser Kategorie in Verbindung gebracht wtrd und 
diese Verbindung fur ernen Fachmann naheliegend ist 

Veroffentlichung, die Mitglied derselben Patentfamilie ist 
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